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ther Peroxydbildung bei der Autoxydation von Ascorbinsdure 
und Sulfhydrylkérpern”*). 


Von 
P. Holtz und G. Triem. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Greifswald.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Mai 1937.) 


Die intermediire Entstehung von Wasserstoffsuperoxyd spielt 
yvermutlich auch bei zahlreichen biologischen Oxydationsvorgingen 
eine wichtige Rolle. Innerhalb der theoretischen Vorstellungen, 
die man sich iiber das Wesen der Oxydationsprozesse gemacht 
hat, angefangen von der alten Traubeschen Theorie bis zu den 
neueren, vor allem von Wieland entwickelten Anschauungen, 
nimmt denn auch die Erérterung iiber die Bildung von Wasser- 
stoffsuperoxyd oder peroxydartigen Zwischenprodukten einen breiten 
Raum ein. Ein Vorgang soll nach Wieland in jedem Fall mit 
dem Auftreten von Wasserstoffsuperoxd verbunden sein: die dehy- 
drierende Autoxydation. Der Nachweis der entstandenen peroxyd- 
artigen Zwischenprodukte oder des sekundir, z. B. durch hydro- 
lytische Abspaltung, aus ihnen entstandenen Wasserstoffsuperoxyds 
ist jedoch gerade hier bisweilen besonders schwierig, da die aut- 
oxydable Substanz selbst oft mit Wasserstoffsuperoxyd schneller 
als mit Sauerstoff reagiert und auf diese Weise der Nachweis in 
Gegenwart von noch in der Reduktionsform vorliegenden Anteilen 
des autoxydablen Kérpers unméglich wird. 

Deshalb erschien uns eine Probe auf Wasserstoffsuperoxyd, 
die auch bei Anwesenheit reduzierender Substanzen positiv aus- 
fallt, besonders geeignet als Methode zum Nachweis von Peroxyden 
bei der Autoxydation einiger auch biologisch wichtiger Substanzen, 
bei denen zudem ein Teil schon bekannter, durch sie ausgeiibter 





*) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Gesellschaft von Freunden und 
Forderern der Universitit Greifswald. 
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2 P. Holtz und G. Triem, 


Wirkungen auf die intermediiire Bildung von Peroxyden hin. 
weisen. Wir benutzten die starke Chemilumineszenz, die jp 
Lésungen von 8-Aminophthalsiurehydrazid (Luminol) unter dem 
EinfluB von Wasserstofisuperoxyd bei Gegenwart von Spuren 
katalysierenden Himins auftritt, zum Peroxydnachweis bei de 
Autoxydation von Ascorbinsiure, Cystein und Thioglykolsdure, 


Albrecht?) fand, daB die bei schwach alkalischer Reaktion durch 
Wasserstoffsuperoxyd in Luminollésungen hervorgerufene hellblaue Luni. 
nescenz durch die Gegenwart geeigneter, Sauerstoff freimachender Katz. 
lysatoren, wie z.B. Kaliumferricyanid, Blut oder Kartoffelperoxydase, 
stark erhéht wird. Gleu und Pfannstiel*) zeigten dann, daB als Kats. 
lysator schon geringfiigige Mengen Himin geniigen. Die Reaktion ist, 
wie aus neueren Untersuchungen hervorgeht’), nicht spezifisch fiir Wasser. 
stoffsuperoxyd, sondern wird tiberhaupt von aktivem Sauerstoff, also auch 
z. B, von einer Anzahl organischer Peroxyde gegeben. Langenbeck} 
hat mit dieser Methode in einer vor kurzem erschienenen Arbeit eine Per. 
oxydbildung bei der Dehydrierung des Alanins durch Isatin gefunden, Die 
Empfindlichkeitsgrenze fiir den Wasserstoffsuperoxydnachweis liegt nach 
ihm bei 0,012 y H,0,. 

Wir benutzen eine 1°/,ige waBrige Sodalésung, die auf 
100 ccm 0,1 g Luminol und eine Spur Himin enthalt. In weite 
Reagenzglaser fiillen wir 10 ccm einer 1°/,igen, neutralen wil. 
rigen Lisung von Ascorbinsiure, Cystein oder Thioglykolsiure 
ein, fiigen das gleiche Volumen Luminol hinzu und durchstrémen 
das Gemisch in der Dunkelkammer mit Sauerstoff. Sobald das 
Auge sich adaptiert hat, ist in der Ascorbinsdurelésung schon 
ein deutliches Aufleuchten zu bemerken, das zunichst nur an 
der Fliissigkeitsoberfliche auftritt, dann aber im Laufe der 
nichsten Minuten, besonders wenn jetzt kraftig geschiittelt wird, 
die gesamte Lésung erfaBt und aus einer Entfernung von 
mehreren Metern gesehen werden kann. Auch in den Lésungen 
von Cystein und Thioglykolsaure tritt eine sichtbare Luminescen 
auf, deren Intensitét aber bei weitem nicht an diejenige der 
Ascorbinsiurelésungen heranreicht, sich aber leicht dadurch zur 
gleichen Intensitét steigern laBt, dab man. etwas Kupfer (1 ccm 
m/100-CuSO,) hinzufiigt. Die durch die Oxydation der Ascorbir- 
siure hervorgerufene Luminescenz wird durch Zusatz von Kupfer 
nicht sichtbar verstarkt. 





1) Z. physik. Chem. 186, 321 (1928). 

2) J. prakt. Chem. 146, 187 (1936). 

5) Vgl. N. Harvey, J. physic. Chem. 33, 1456 (1929); W. Lange2- 
beck u. U. Ruge, Ber. chem. Ges. 70, 367 (1937). 
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Peroxydbildung bei der Autoxydation von Ascorbinsiure usw. §. 


Die Ascorbinsaéure oxydiert sich, was man z. B, in manos 
metrischen Versuchen mit der Warburg-Apparatur leicht beob- 
achten kann, weit schneller als die Sulfhydrylkérper, Wenn die 
Oxydation der Ascorbinsiure sich auch durch Zusatz von Kupfer 
etwas beschleunigen l4Bt, so ist doch die Geschwindigkeit der 
Sauerstoffaufnahme im kupferfreien Ansatz schon so groB, daB 
anscheinend der Umfang der durch die Luminescenzintensitit 
gekennzeichneten Peroxydbildung durch Kupfer nicht wesentlich 
arhoht wird, Das ist anders beim Cystein und bei der Thio-. 
glykolsiure. Hier ruft Kupfer eine enorme Erhéhung der Oxy- 
dationsgeschwindigkeit und eine dadurch bedingte Erhéhung der 
Peroxydkonzentration hervyor. Die Figur bringt die Unterschieds 
kurvenmaBig zum Ausdruck, 
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Autoxydation der Ascorbinséure und Thioglykolsiure unter dem Einflu8 von Kupfer. 
Warburg-Apparatur. 37°. 
Versuchsansatz: 0,5 ccm m/2-Kaliumphosphat py 7,4, 
1,0 com Ascorbinséurelisung (etwa 1 mg), 


1,0 ccm Thioglykolsdurelésung (etwa 2 mg), 
0,5 com aqua dest. bzw, m/100-CuSQ,. 


Thioglykolsiuree #8 —-—--~-— Ascorbinsdure *), 





Auf Grund der Versuchsergebnisse kann nicht entschieden 
werden, ob die in den Luminollésungen auftretende Luminescenz 
durch Wasserstoffsuperoxyd oder durch organische Per- 
oxyde verursacht ist. Eine folgende Arbeit, in der iiber die 
Wirkung von Ascorbinsiéure und Thioglykols’ure auf Histidin 
berichtet wird, macht es jedoch wahrscheinlich, daB es bei der 





*) Die Ascorbinsdurekurven sind der Arbcit von P. Holtz, ,,Ascorbin- 
siure als Oxydationskatalysator fiir ungesittigte Fettsiuren“, entnommen. 
Arch, f. exper. Path. 182, 108 (1936). 


1* 











4 P. Holtz und G. Triem, Peroxydbildung usw. 


Autoxydation von Ascorbinsiure und Thiokérpern zur Bildung 
labiler organischer Peroxyde kommt. 


Unterwirft man die mit Sauerstoff behandelten Lisungen 
von Ascorbinsiure und SH-Substanzen der Destillation, so list 
sich im Destillat Wasserstoffsuperoxyd nachweisen. Wir durch- 
strémen 20 ccm einer neutralen 1°/,igen Lésung von Ascorbin- 
siure bei 40° oder auch bei Zimmertemperatur */, Stunde lang 
mit Sauerstoff, siuern mit 2 ccm 10°/,iger Schwefelsiure an und 
destillieren im Vakuum bei 50° fast bis zur Trockene. In der 
Dunkelkammer versetzen wir das Destillat mit 5 ccm Luminol- 
lésung. Es tritt sofort eine starke Luminescenz auf. Diese kann 
jetzt nur durch das vermutlich aus dem organischen Peroxyd 
hydrolytisch abgespaltene Wasserstoffsuperoxyd verursacht sein. 


Die intermediare Bildung von Peroxyden bei der Autoxydation 
der Sulfhydrylkérper und der Ascorbinsiure kann zur Erklirung 
mancher Wirkungen dieser Substanzen herangezogen werden, die 
wenigstens zum Teil vielleicht auch biologische Bedeutung haben. 
Wir rechnen hierzu z. B, die oxydationskatalytische Wirkung von 
Glutathion, Cystein, Thioglykolsiure*) sowie von Ascorbinsiure') 
auf ungesittigte Fettsiuren, ferner die Induktionswirkung der 
Ascorbinsiure auf die Oxydation von Zucker®) und die Fiahigkeit 
der Ascorbinséure und Thioglykolsiure, Histidin zu einem kleinen 
Teil in Histamin iiberzuftihren’) und zum gréBten Teil unter 
Ringsprengung in charakteristischer Weise abzubauen. Uber diese 
letztere Wirkung wird in der nachfolgenden Arbeit®) ausfiihrlich 
berichtet. 





4) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 199, 581 (1923); F. G. Hopkins, 
Biochemic. J, 19, 787 (1925). 
5) P. Holtz, Arch. f. exper. Path. 182 98 (19386). 
*) P. Holtz, Ebenda 182, 109 (1936). 
*) P. Holtz, Ebenda (im Druck). 
8) P. Holtz u. G. Triem, Diese Z. 248, 5 (1937). 

















Histidinabbau durch Ascorbinsiure und Thioglykolsiure. 5 


Histidinabbau durch Ascorbinséure und Thioglykolsaure”). 


Von 


P. Holtz und G. Triem. 





(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Greifswald.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Mai 1937.) 








In einer vor kurzem erschienenen Arbeit!) wurde gefunden, 
daB bei der Einwirkung von Ascorbinsaéure und Sulfhydrylkérpern 
auf Histidin kleine Mengen Histamin entstehen. Es wurde schon 
in dieser Arbeit darauf hingewiesen, da8 die Wirkung dieser 
Substanzen sich wahrscheinlich nicht auf die anscheinend nur 
geringfigige Decarboxylierung der Seitenkette des Histidin- 
molekiils beschrinkt, und Griinde fiir die Annahme angefihrt, 
daB auch der Imidazolring in die Reaktion mit hineingezogen 
wird. Hierfitir sprach die Beobachtung, daB unter tiefer Braun- 
farbung der Liésungen betrichtliche Mengen Ammoniak ab- 
gespalten wurden. 

Durch die Arbeiten von Krebs?) wissen wir, da8 neben der 
Leber die Niere das wichtigste Organ fiir den Abbau der Amino- 
siuren ist. Der Hauptweg des Aminosdurenabbaus ist die oxydative 
Desaminierung. In den Krebsschen Untersuchungen nimmt das 
Histidin, ganz besonders die natirlich vorkommende 1-Form, in- 
sofern eine Sonderstellung ein, als es im Gegensatz zu den meisten 
anderen Aminosiuren von Nierengewebe nur in ganz geringem 
Umfang desaminiert wird. Andererseits ist durch die Arbeiten 
Edlbachers’) bekannt, daB es in der Leber ein Ferment 
gibt, welches spezifisch auf Histidin eingestellt ist und es in 
einem charakteristischen Reaktionsmechanismus unter Ringspaltung 
hundertprozentig abbaut. Der Reaktionsmechanismus, welcher der 
Histidase nach Edlbacher zugrunde liegt, ist folgender: Die 
erste Wirkung des Ferments besteht in einer hydrolytischen Auf- 
spaltung des Imidazolrings. Hierbei wird ein Stickstoffatom als 
Ammoniak abgespalten. Es bleibt ein anscheinend labiles Zwischen- 
produkt iibrig, das unter dem EHinfiuf stirkerer Alkalitét ein 





*) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Gesellschaft von Freunden und 
Forderern der Universitat Greifswald. 

1) P. Holtz, Naturw. 25, 14 (1987); Arch. f. exper. Path. (im Druck). 

*) H. A. Krebs, Diese Z. 217, 191 (1933). 

8) S. Edlbacher u. Mitarbeiter, Diese Z. 157, 106 (1926); 191, 225 
(1980); 19, 267 (1981); 224, 261 (1934). 


















































6 P. Holtz und G. Triem, 


zweites Stickstoffatom in Form von Ammoniak abgibt. Als End- 
produkte der Reaktion sollen auBer 2 Molekiilen Ammoniak 
1 Molekiil Glutaminsiure und 1 Molekiil Ameisensiure auftreten, 

Dieser mehrstufige Abbau des Histidins durch Histidase tritt 
deutlich zutage, wenn man, wie Edlbacher das tut, zur Ammo. 
niakbestimmung 2 Versuchsansitze nimmt und den einen mit 
Soda, den anderen mit Natron- oder Kalilauge destilliert. Das 
bei sodaalkalischer. Reaktion tibergehende Ammoniak entspricht 
dann dem ersten, enzymatisch aus dem Ring in Freiheit gesetzten 
Stickstoffatom; das unter dem Einflu8 der Lauge iiber das Soda- 
Ammoniak hinaus gelieferte Ammoniak stammt aus der Zer- 
setzung des labilen, alkaliempfindlichen Zwischenprodukts. Bei 
einem 100°/,igen Umsatz des zugesetzten Histidins ist- somit zu 
erwarten, daB man mit Soda von den 8 Stickstoffatomen des 
Histidinmolekiils 1 Atom = 33 °/, des Gesamtstickstoffs als Ammo- 
niak erhilt, mit Natronlauge dagegen 2 Stickstoffatome = 66 4), 
des Gesamtstickstofis. Die Ammoniakwerte bei der Destillation 
mit Natronlauge miissen demnach doppelt so hoch sein wie die- 
jenigen bei der Destillation mit Soda. 

Mit dieser einfachen Methode, mit der sich die typische 
Wirkungsart der Histidase gut charakterisieren laBt, haben wir 
untersucht, wie die Reaktion bei der zu einer Abspaltung von 
Ammoniak fihrenden Einwirkung von Ascorbinsiure und Thio- 
glykolsiure auf Histidin verliuft. 


Methodik. 


Die Versuche wurden in groBen Reagenzglisern angesetzt, die mit 
doppelt durchbohrten Gummistopfen und Einleitungsrohren versehen waren. 
In die Glaser wurden wiBrige, lackmusneutrale Liésungen von 1-Histidin- 
monochlorhydrat bzw. von d,1l-Histidin-monochlorhydrat eingefiillt und mit 
ebenfalls vorher neutralisierten Lisungen von Ascorbinsiure versetzt. In 
allen Fallen wurde 1—2 ccm m/2-Kaliumphosphatpuffer vom pq 5,0 oder 7,4 
zugefiigt, Das Gesamtflissigkeitsvolumen betrug 10 cem. Die Gemische 
wurden dann einige Minuten lang mit Sauerstoff durchstrémt und fir 
12—24 Stunden in den Brutschrank (37°) gebracht. In anderen Versuchen 
wurde die Durchstrémung mit Sauerstoff wihrend der ganzen Versuchazeit 
durchgefiihrt. 

Hierauf wurden die Gliser an die mit n/10¢-HCl beschickten Vor- 
lagen angeschlossen. Sie befanden sich in einem Wasserthermostaten vou 
87°, da Vorversuche mit Ammonchloridlésungen ergeben hatten, daB bei 
Zimmertemperatur (16—18°) selbst nach 8 stiindiger Versuchsdauer das 
Ammoniak durch Soda nicht immer quantitativ ausgetrieben wird. Nach 
Zusatz von 10 cem 5 %/,iger Soda bzw. 5 °/,iger Natronlauge wurde 3 Stunden 
lang mit einem kriftigen Luftstrom das Ammoniak in die Vorlagen iiber- 
getrieben und unter Zusatz von Methylrot mit n/100-NaOH zuriicktitriert. 
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In manchen Versuchen wurde die Bestimmung des Ammoniaks in 
ein und demselben Versuchsansatz ausgefiihrt. Wir gingen so vor, daB 
nach Hinzufiigen von 10 ccm Soda (5°/,ig) 3 Stunden lang bei 87° Luft 
durchgesaugt, hierauf nach Auswechseln der Siurevorlage 5 cem Natron- 
lauge (10 %/gig) zu der schon sodaalkalischen Lisung zugesetzt und jetzt 
10 Minuten lang bei Siedehitze destilliert wurde. Die mit den etwas von- 
einander abweichenden Methoden erhaltenen Ergebnisse stimmten iiberein. 


Versuchsergebnisse. 


1. Histidinabbau durch Ascorbinsdure. 

a) Versuche bei saurer Reaktion, Die ersten Des- 
aminierungsversuche fihrten wir bei p,, 5,0 aus, um sicher zu 
sein, daB wihrend der oft sehr langen Durchstrémung der Ver- 
suchslésungen mit Sauerstoff auch ohne Saurevorlage kein Ammo- 
niak verloren ging. Die Destillation wurde, wie in der Methodik 
ausfihrlich beschrieben, in den meisten Fiillen unter Soda- und 
Laugenzusatz im gleichen VersuchsgefaB vorgenommen, indem 
merst nach Hinzufiigen von Soda bei 40° 3 Stunden lang Luft 
durchgesaugt, anschlieBend nach Zusatz von Lauge noch 10 Minuten 
lang bei 100° weiter destilliert wurde. 

Die Tab. 1 enthalt das Ergebnis einiger Versuche. Ein Ver- 
gleich der mit Soda bzw. mit Lauge gefundenen Ammoniak- 
mengen ergibt, daB die Werte fiir das mit Na,-CO, ausgetriebene 
Ammoniak mit den unter dem EHinfluB der Laugenalkalitaét nach- 
gelieferten Mengen praktisch tibereinstimmen. Wahrend der Oxy- 
dation der Ascorbinsiure kommt es also zu einem Zerfall des 
Histidinmolekiils, Hierbei entsteht Ammoniak, das sich mit Soda 
austreiben laBt, und ein stickstoffhaltiges, labiles Produkt, aus 
dem durch Lauge ebensoviel Ammoniak in Freiheit gesetzt wird, 
wie als praformiertes Ammoniak schon mit Soda erhalten wurde. 
Die gefundenen Ammoniakmengen entsprechen somit zwei ver- 
schiedenen Stickstoffatomen des Histidinmolekiils. Wenigstens ein 
Stickstoflatom mu8 aus dem Imidazolring stammen. Der Wir- 
kung der Ascorbinsiure auf Histidin kénnte demnach der gleiche 
Reaktionsmechanismus zugrunde liegen, wie er von Edlbacher 
fir das Histidaseferment der Leber angenommen wird. 

Im Hinblick hierauf haben wir vor kurzem in einer yor- 
laufigen Mitteilung iiber ,,Ascorbinséure und Histidase“*) von der 
Ascorbinsiure als von einem Fermentmodell der Histidase ge- 
sprochen, Eine der wichtigsten Forderungen jedoch, die wohl 
mit Recht an ein Fermentmodell gestellt werden miissen), nimlich 


*) Holtz u. Triem, Naturw. 26, 251 (1937). 
*) Vgl. W. Langenbeck, Erg. d. Enzymforschung 2, 314 (1933). 
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Tabelle 1. 
Histidinabbau durch Ascorbinsadure py 5,0. 
Ver- ecm n/100-NH, 

suchs-| Versuchsansatz O,-Durchleitung mit ow’ 

Nr. Na,-CO,|Na-OH| * 
1 | 100 mg 1-Histidin + Rey 

50 mg Ascorbins. 4 Stunden 7,1 8,6 16,3 

desgl. a 7,05 | 7,60 | 14,65 


3 100 mg 1-Histidin + 5 Minuten O : 
25 mg Ascorbins. | 18 Std. Brutschrank 5,0 4,6 9,6 


4 desgl. 5 Minuten O 
15 Std. Brutechrank 4,75 4,45 9,20 








5a | 100 mg 1-Histidin + 

















25 mg Ascorbins. 24 Stunden 6,0 6,1 12,1 
Bio oe 747 | 75 | 152 
*Isxa5mg Ascorbing| 2%» 170 | 170 | s49 
ee 
Jomocermeme] | fae | 
eaphiing it 105 | 198 | 198 


wie das echte Ferment in einer katalytischen Reaktion das ar- 
gebotene Substrat umzusetzen, wird von der Ascorbinsiure nicht 
erfillt. Wiahrend Edlbacher in seinen Versuchen mit Leber- 
histidase einen fast 100°/,igen Abbau des Histidins erzielt, wird 
in unseren Versuchen mit Ascorbinsiure nur ein kleiner Teil des 
verfiigbaren Substrats umgesetzt. Aus der angebotenen Menge 
Histidin-monochlorhydrat (etwa 100 mg) kénnte, wenn 2 Stickstof- 
atome als Ammoniak abgespalten werden, theoretisch eine Ammo- 
niakmenge entstehen, die ungefihr 100 ccm n/100-NH,-Lésung 
entspricht. Tatsiachlich finden wir aber unter giinstigsten Ver- 
suchsbedingungen — Sauerstoffdurchstrémung wihrend der ganzen 
Versuchsdauer — nur 15°/, der theoretisch zu erwartenden Menge. 
Fiir die GréBe des Umsatzes ist, wie aus den folgenden Ver- 
suchen hervorgeht, die ,,Katalysator“-Menge von ausschlag- 
gebender Bedeutung, weil anscheinend der ,,Katalysator“ selbst 
stark in die Reaktion hineingezogen wird. Damit wiirde der 
Ascorbinsiure eine wesentliche Eigenschaft des Ferments, die 
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katalytische Wirksamkeit, fehlen und ihre Benennung als Ferment- 
modell in dem oben bezeichneten Sinn nicht gerechtfertigt sein; 
sie besitzt lediglich im Hinblick auf den Abbaumechanismus 
wesentliche Kigenschaften eines Histidasemodells. 

Der EinfluB der Ascorbinsiuremenge auf die GréBe des Um- 
satzes geht aus den Versuchen 5, 6 und 7 der Tab. 1 hervor. 
LaBt man von Anfang an eine gréBere Menge Ascorbinsiure 
als in den bisherigen Versuchen einwirken, so erhéht sich bei 
gleichbleibender Histidinmenge der Umsatz (Vers. Nr. 7); doch 
sind die Unterschiede nicht sehr gro8. Eine deutliche Steigerung 
des Umsatzes wird jedoch erzielt, wenn man die gleiche, ziemlich 
kleine Ascorbinsiuremenge im Abstand von mehreren Stunden 
wiederholt zusetzt (Vers. Nr. 5 und 6). 

b) Versuche bei neutraler Reaktion. Puffert man die 
Versuchslésungen anstatt mit primaérem Phosphat mit einem Ge- 
misch primaren und sekundaéren Phosphats vom p,, 7,4, so erfolgt 
der Abbau des Histidins in grundsitzlich anderer Weise (Tab. 2, 
Vers. Nr. 1—4). Auch jetzt wird der Ring angegriffen, es bildet 
sich auch hier ein labiles Zwischenprodukt, das durch Natron- 
lange unter Ammoniakabspaltung zersetzt wird, aber die Werte 
fir das praformierte Soda—Ammoniak liegen stets deutlich hoher. 
Wir erklaren das damit, daB bei neutraler bzw. leicht alkalischer 
Reaktion die Seitenkette des Histidins dem Angriff der Ascorbin- 
siure ungeschiitzt ausgesetzt ist, wihrend sie bei saurer Reaktion 
durch die an ihrer Aminogruppe erfolgende Salzbildung geschiitzt 
vorliegt. So kommt es im ersteren Fall zu einer teilweisen Des- 
aminierung auch der Seitenkette, und das aus dem Stickstoff der 
Seitenkette gebildete Ammoniak addiert sich als praformiertes 
Ammoniak zu dem aus dem Imidazolring stammenden Soda— 
Ammoniak hinzu. Die Deutung gewinnt dadurch an Wahrschein- 
lichkeit, daB unter diesen Versuchsbedingungen das Auftreten 
von Kohlensaiure beobachtet wird, die dem vermutlich aus der 
Seitenkette gebildeten Ammoniak mengenmiBig entspricht. Im 
Versuch 2 der Tab. 2 haben wir in einem aliquoten Teil des 


gleichen Versuchsansatzes eine CO,-Bestimmung vorgenommen. 

Die CO, wurde nach Zusatz von verdiinnter Schwefelsiure zuerst bei 
Zimmertemperatur, anschlieBend bei Siedehitze mit Sauerstoff in eine Vor- 
lage von m/20-Barytlauge iibergetrieben und mit Phenolphthalein als In- 
dicator mit n/20-HCl titriert. Zur Kontrolle lief ein Blindversuch mit 
Ascorbinsiure allein. 


In diesem Versuch fanden wir nach Abzug der Blindwerte, 
daB sich 1,4 com n/100-CO, gebildet hatte. Das entspricht der 
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Tabelle 2 


Histidinabbau durch Ascorbinsiaure py 7,4. 
Einflu8 des Kupfers. 








— 














_Ver- . eem n/100-NH, 
suchs- Versuchsansatz O,-Durchleitung mit ony 
—_ Na,-CO,|NaOH| 
1 | 100mg l-Histidin + im 
25 mg Ascorbins. 20 Stunden 4,9 3,9 8,8 
2 desgl. yy 3,9 2,7 6,6 
3 desgl. 5 Minuten O " 
24 Std. Brutschrank 3,3 2,4 5,7 
4 100 mg 1-Histidin + 3 
100 mg Ascorbins. 10 Stunden 9,7 15,8 25,5 
5a | 100 mg 1-Histidin + as 
25 mg Ascorbins. 5 Stunden — 9,0 | 9,0 
b | 100 mg l-Histidin + H hoy 126 
0,5cem m/50-Cu-SO, ” 16 


ec | 100 mg 1-Histidin + 
25 mg inaparhinns ‘ 


128 | 123 
0,5cem m/50-Cu-8O, 

















NH,-Menge, die im gleichen Versuch bei der Destillation mit 
Soda ,,iiberschiissig“ erhalten wurde und deshalb wahrscheinlich 
ebenfalls aus der Seitenkette des Histidinmolekiils stammt. 

c) Optische Spezifitat. In den Untersuchungen Edl- 
bachers iiber die Histidase wird nur die natiirlich vorkommende 
1-Form des Histidins vom Ferment angegriffen. Wir haben unter- 
sucht, ob auch die Wirkung der Ascorbinsiure optisch spezifisch ist. 
Da uns bis jetzt die reine d-Form des Histidins nicht zur Ver- 
fiigung stand, haben wir einige Versuche mit der racemischen 
Form ausgefihrt (Tab. 3). Man sieht aus den Ergebnissen der 
Ammoniakbestimmung, da8 in gleicher Weise wie vom Ferment, 
so auch von der Ascorbinsiure die l-Form des Histidins zum 
mindesten stark bevorzugt wird, was unter Beriicksichtigung der 
Tatsache, daB die Reaktionspartner beide optisch aktive Sub- 
stanzen sind, nicht ungewdhnlich ist. 

In einer Arbeit tiber Histaminbildung aus Histidin durch 
Ascorbinsiure') fand sich ebenfalls eine optische Spezifitat der 
Wirkung. Ascorbinsaiure bildete hier aus der d-Form deutlich 
mehr Histamin als aus dem natiirlichen 1-Histidin. Beim 


d-Histidin ist somit die Seitenkette des Molekitils dem Angrif 
der Ascorbinséure leicht zuginglich, wihrend der Ring weniger 
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Tabelle 38. 
Optische Spezifitit. 
Abbau von I1- und d,1-Histidin durch Ascorbinsiure. 














Ver- 0.- ecm n/100-NH, G 

suchs- Versuchsansatz Da ie ee mit —" 
r 1 

Nr 8 |Na,-CO,|Na-OH| 














la 1 me ee jie | 4Stunden | 5,0 4,6 9,6 
+) ome gtamaiins Jc [ax | aa | 
| aqme tains Tae, | ae an | 
b | 100mg 4d,1-Histidin + ages 2,4 2,8 4,7 

















25mg Ascorbinsiure 


leicht angegriffen wird. Damit erklart sich, daB aus d-Histidin 
mehr Histamin, aus |-Histidin aber mehr Ammoniak gebildet wird”). 





*) Anmerkung bei der Korrektur. 8. VI. 87. Die in der Tab. 3 
mitgeteilten Ergebnisse von Untersuchungen iiber die optische Spezifitit des 
Histidinabbaus durch Ascorbinsiure waren in insgesamt vier gleichsinnig aus- 
gefallenen Versuchen erhalten worden. Bei der Wiederholung der Versuche mit 
einem inzwischen erhaltenen neuen Priparat von d,1-Histidin (Dr. Fraenkel 
ud Landau) lieBen die Resultate sich nicht mehr regelmaBig reprodu- 
vieren. Wir haben im ganzen sechs weitere Versuche ausgefihrt (vgl. 
Tabelle). In Versuchen, in denen die Sauerstoffdurchieitung weniger als 
4Stunden betrug, wurde das durch NaOH freigemachte NH, im Stickstoff- 
strom in die Siurevorlage iibergetrieben, um eine Weiteroxydation wihrend 
der Destillation zu vermeiden. Wir werden die Frage nach der optischen 
Spezifitit der Reaktion zwischen Ascorbinsiure und Histidin erneut priifen, 
sobald uns die reine d-Form des Histidins zur Verfiigung steht. 























Vers. - O,- eem n/100- 

; Versuchsansatz Durch- | NH, (Ge- 

| Nr. leitung | samt- NH,) 
la | 100 mgl-Histidin + 25 mg Ascorbinsiure | 10 Sidn. 6,0 
b | 100 mg 4,1-Histidin + 25 mg + 10: 4 5,1 
2a | 100 mgl-Histidin + 25 mg - ae 4,6 
b | 100 mg d,1]-Histidin + 25 mg is ae 4,4 
8a | 100 mgl-Histidin + 25 mg % ea 5,3 
b | 100 mg 4,1-Histidin + 25 mg ss a 4,1 
4a | 100 mgl1-Histidin + 50 mg a aig 7,0 
b | 100 mg 4,1-Histidin + 50 mg a es 7,0 
5a | 100 mg1-Histidin + 50 mg ie 1 Stde. 5,6 
. b | 100 mg d,]-Histidin + 50 mg ‘. ei 2,1 
6a 50 mg I-Histidin + 50 mg a 45 Min. 2,3 
b 50 mg d,l-Histidin + 50 mg 45 1,5 
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2. Histidinabbau durch Thioglykolsaure. 


Durch Thioglykolséure wird Histidin in prinzipiell gleicher 
o Weise abgebaut wie durch Ascorbinsiure. Insbesondere findet 
a sich auch hier die gleiche p,-Abhingigkeit des Reaktionsverlaufy 
oe wie sie in den Versuchen mit Ascorbinsiure beschrieben wurde. 
bei neutraler Reaktion wird auch die Seitenkette des Histidins 
von Thioglykols’ure angegriffen. Deshalb sind auch hier bej 
neutraler Reaktion die Werte fiir Soda—Ammoniak deutlich 
gréBer als diejenigen fir das nachtriglich erhaltene Laugen- 
Ammoniak (Tab. 4. Vers. Nr. 1). 


Tabelle 4. 


- Histidinabbau durch Thioglykolsaure. 
EinfluB des Kupfers. 



































Ver- 0,- ecm n/100-NH, 
suchs- Versuchsansatz Pu Durch- mit — 
Nr. | teitung —|'Na,-CO,|Na-OH| 
la 100 mg aoe. 5 | 20Stunden| 4,1 4,1 8,2 
OB b desgl. “win. 5,1 3,7 8,8 
a | 2a | 100mg 1-Histidin + ‘ 
> ae 100 mg Thioglykols. | %* | 24 =» 6,0 4,5 | 10,5 = 
te b | 100 mg 1-Histidin + , 
i 1cem m/100-Cu-SO, 14 | 24 ” we 8,4 8,4 
Ay e | 100 mg l-Histidin + 
100 mg eT 7,4 | 24 " = 12,9 12,9 
1cem m/100-Cu-SO, 





3. Einflu8 des Kupfers. 


Der Histidinabbau durch Ascorbinsiure und Thioglykolsiure 
erfolgt, wahrend diese Substanzen sich oxydieren, und wird wahr- 
scheinlich durch die hierbei sich bildenden Oxydationsprodukte 
verursacht. Es ist bekannt, daB die sogenannte Autoxydation 
der Ascorbinsiure und insbesondere der schwefelhaltigen Redox- 
substanzen, zu denen auBer der Thioglykolsaure z. B. das Cystein 
und Glutathion gehéren, durch Schwermetall stark beeinfluSt 
wird. Es lag deshalb nahe, den EKinfluB von Schwermetall auf 
den durch Ascorbinsaure und Thioglykolsiure veranlaBten Histidin- 
abbau zu untersuchen. Wir haben Versuche mit Kupfer gemacht. 
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CuSO, spaltet schon an sich bei der Kinwirkung auf Histidin 
petrichtliche Mengen Ammoniak ab. Im Versuch mit Ascorbin- 
siure addiert sich die Wirkung des Kupfers einfach zu der von 
der Ascorbinsiure selbst getibten Wirkung hinzu (Tab. 2, Vers. 
Nr. 5), ohne sie im geringsten zu beeinflussen. Die Wirksamkeit 
des Systems Ascorbinsiure—Kupfer entspricht daher der Summe 
der Kinzelwirkungen. Im System Thioglykolsiure—Kupfer hingegen 
hemmen sich offensichtlich die Systemkomponenten gegenseitig in 
ihrer Wirksamkeit. Die Wirksamkeit des Systems ist deutlich ge- 
ringer als der Wirkungssumme der Einzelkomponenten entspricht 
(Tab. 4, Vers. Nr. 2). 


4. Reaktionsmechanismus. 


Wir haben versucht, den zur Oxydation der Ascorbinsiure 
und Thioglykolsiure und damit zum Abbau des Histidins er- 
forderlichen Sauerstoff durch andere Wasserstoffacceptoren zu 
ersetzen. Wir durchstrémten die Versuchslisungen nicht wie 
bisher mit Sauerstoff, sondern mit reinem Stickstoff und be- 
wirkten die Oxydation der Ascorbinsiure bzw. Thioglykolsiure, 
indem wir 2,6-Dichlorphenol-indophenol (Tillmans Indicator) 
langsam zuflieBen lieBen. Unter diesen Umstinden wird Histidin 
nicht abgebaut. Es folgt daraus, daB der bei Gegenwart von 
Sauerstoff stattfindende Histidinabbau nicht auf der Wirkung 
der durch einfache Dehydrierung entstehenden primiren Oxy- 
dationsprodukte der Ascorbinséiure und Thioglykolsiure be- 
ruhen kann. In der vorhergehenden Arbeit*) konnten wir bei der 
Oxydation von Ascorbinsiure und Thioglykolsiure mit Sauerstoff 
durch das Auftreten einer starken Chemiluminescenz bei Zusatz 
alkalischer Luminollésungen die Bildung von Peroxyden bzw. 
Wasserstofisuperoxyd nachweisen. Es ist daher wahrscheinlich, 
da8 der durch Ascorbinsaéure und Thioglykolsiure bei Sauerstoff- 
gegenwart ausgeiibte Abbau des Histithins die Wirkung peroxyd- 
artiger Verbindungen ist, die bei der Oxydation der beiden 
Substanzen entstehen. 

Das wiirde dann auch die im vorigen Abschnitt beschriebene 
verschiedenartige Wirkung von Sdbwermetall auf den einerseits 
durch Ascorbinséure, andererseits “Gurch Thioglykolsiure ver- 
anlaBten Abbau des Histidins erkliren. Die Autoxydation der 
Ascorbinséure wird durch Kupfer, wenigstens bei neutraler 
Reaktion, nur wenig beschleunigt®). So wird denn auch, wie wir 


® P. Holtz u. G. Triem, Diese Z. 248, 1 (1937). 
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in der erwahnten Arbeit ausfiihrlich auseinandergesetzt haben, dig 
bei der Oxydation von Ascorbinsiure in Luminollésungen auftretend. 
Luminescenz in ihrer Intensitét durch Kupfer in keiner Weise be. 
einfluft, Es ist deshalb. yerstindlich, daB auch die Wirkung de 
Ascorbinsaiure auf Histidin sich in Gegenwart von Kupfer nicht 
andert. — Die Autoxydation der Thioglykolsaure wird aber durch 
Kupfer sehr stark beschleunigt, was sich im Luminescenzversnuch 
durch eine deutliche Verstaérkung der Luminescenzintensitit be. 
merkbar macht. Auf diese Weise kommt es bei Gegenwart yon 
Kupfer zu einer rapiden Umwandlung der Thioglykolsdure iiber eine 
nur kurzlebige, aber allein wirksame peroxydartige Zwischenstufe 
zu unwirksamen Endprodukten. Das durch Kupfer beschleunigts 
Durchlaufen der aktiven Peroxydform bedingt aber eine Verkirzung 
der fiir die Reaktion mit Histidin zur Verfiigung stehenden Reak. 
tionszeit und damit eine Abnahme der Wirksamkeit. Daher ent- 
spricht die Wirksamkeit des Systems Thioglykolsiure—Kupfer 
nicht mehr der Summe der von den Systemkomponenten einzeln 
ausgeiibten Wirkungen, sondern ist kleiner als diese (Tab. 4, 
Vers. Nr. 2c.) 

Die Frage, ob der Abbau von Histidin durch peroxydartige, 
organische Zwischenprodukte oder durch Wasserstoffsuperoxyd 
selbst vollzogen wird, laBt sich auf Grund der bisherigen Ver- 
suchsergebnisse nicht beantworten. Denn beide kénnen eine 
positive Luminescenzprobe mit Luminol geben. Die anhangs- 
weise im folgenden Abschnitt mitgeteilten Versuchsergebnisse 


‘ machen es jedoch sehr wahrscheinlich, daB die Wirkung der 


Ascorbinsiure und Thioglykolsiure auf Histidin durch organische 
Peroxyde und nicht durch Wasserstofisuperoxyd verursacht wird. 


5. Histidinabbau durch Wasserstoffsuperoxyd, Ozon, 
Ultraviolettbestrahlung und Isatin. 


Es ist bekannt, daB Aminosiuren von Wasserstoffsuper- 
oxyd energisch angegriffen werden. Unter Abspaltung von Ammo- 
niak und Kohlens&ure entstehen die nichst niederen Aldehyde. 
Uns interessierte, ob bei der Einwirkung von Wasserstofisuper- 
oxyd auf Histidin in gleicher Weise wie in den bisherigen Ver- 
suchen unter Aufsprengung des Imidazolringes Ammoniak ab- 
gespalten wird. Das ist tatsachlich der Fall. Die Abspaltung 
von Ammoniak verliuft aber anders als in den Versuchen mit 
Ascorbinsiure und Thioglykolsiure. Man findet bei der Destil- 
lation mit Soda doppelt so viel Ammoniak wie dann nachtriglich 
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die Tabelle 5, 
ade Histidinabbau durch Wasserstoffsuperoxyd, Ozon, 
be. Ultraviolettbestrahlung und Isatin. 
le = — 
cht Me Ver- : cem n/100-NH, 
‘ch ME suchs-| Versuchsansatz Versuchs- Pu mit Gesamt- 
dauer NH, 
ch Nr Na,-CO,| Na-OH 
em 
: 1 | 100mg 1-Histidin | 24 Stdn.| neutral, 
a + Brut- ohne 36,4 | 17,0 | 53,4 
ne 1cem H,O, 30°/, | schrank Puffer 
ife 2 | 100mg |-Histidin | 24 Stdn. 5 
rte + Brut- rer ge 16,5 6,6 23,1 
ng 0,5 cem H,O, 10°/, | schrank pufter 
1. 8 | 100mg l-Histidin | 48 Stdn. 7,4 
" + Brut- | (Phosphat-| 10,0 4,5 14,5 
It- 1 Tropf. H,O, 10°/, | schrank puffer 
at 4 | 100mg 1-Histidin 7,4 
ln 6 Stunden O, 6 Stdn. Cheeghat 3,5 1,6 5,1 
4, bei 37° puffer 
5 | 100mg 1-Histidin neutral, 
7 7 Stunden U.V. | 7 ,, ohne 18,3 | 60 | 19,6 
ts bestrablt Puffer 
ee 
‘ 6 | 100mg oe neutral, 
: 12 ohne 16,4 0,9 17,3 
1e 25 mg Isatinsulfon- ” ; ’ ’ 
. saures Kalium Puffer 
3€ | 
ir mit Lauge noch ausgetrieben wird (Tab. 5, Vers. Nr. 1—3). Das 
e fe Verhaltnis Soda—Ammoniak : Laugen—Ammoniak ist hier also 
1, nicht wie in den friiheren Versuchen 1:1, sondern 2:1. Unter 





der Wirkung des Wasserstoffsuperoxyds findet somit eine Ab- 
spaltung aller drei Stickstoffatome des Histidins statt: zwei Stick- 
stoffatome liegen dabei gleich von vornherein als Ammoniak vor, 
das dritte wird erst unter dem EinfluB stirkerer Alkalitat frei. 
Weiterhin im Gegensatz zu den Versuchen mit Ascorbinsiure 
und Thioglykolsiure sind hier die Ergebnisse bei neutraler und 
saurer Reaktion prinzipiell gleich. Der Abbau des Histidins 
durch Ascorbinsiure und Thioglykolsiure ist daher wahrschein- 
lich nicht eine Wirkung des Wasserstoffsuperoxyds, sondern 
wird von organischen Peroxyden ausgefihrt, die bei der 
Autoxydation dieser Substanzen entstehen. Das Wasserstoff- 
superoxyd, das sich im Destillat waBriger Lisungen, in denen 
Ascorbinséure oder Thioglykolsiure oxydiert werden, nachweisen 
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1aBt, liegt demnach nicht vorgebildet vor, sondern entsteht ers 


sekundér durch hydrolytische Spaltung der organischen Peroxyde, 


Ahnlich wie Wasserstoffsuperoxyd wirkt anscheinend 0z0», 
Wir haben einige Versuche gemacht, in denen durch eine Lisung 
von Histidin mehrere Stunden lang die iiber einem in Betrieb be. 
findlichen Quarzbrenner ozonisierte Luft gesaugt wurde. Auch hier 
kommt es zur Abspaltung von drei Stickstoffatomen, von denen 
zwei als priformiertes Ammoniak mit Soda, das dritte nachtrig. 
lich erst mit Lauge in Freiheit gesetzt werden (Tab. 5, Vers. Nr, 4) 

SchlieBlich haben wir neutrale Histidinlésungen direkt mit 
einer Hanauer Quecksilberdampflampe in Quarzglisern bestrahlt, 
Hierbei kommt es in Ubereinstimmung mit dem Verhalten des 
Histidins der Ascorbinséure und der Thioglykolsiure gegeniiber’ 
u.a. zur Bildung kleiner Histaminmengen’). In beiden Fillen 
findet daneben eine Abspaltung von Ammoniak statt, die nm 
aber bei der Ultraviolettbestrahlung in gleicher Weise wie bei 
der Kinwirkung von Wasserstofisuperoxyd und Ozon zur Abspaltung 
von drei Stickstoffatomen fiihrt (Tab. 5, Vers. Nr. 5), wiahrend 
unter dem Einflu8 von Ascorbinsiure und Thioglykolsiure nw 
zwei Stickstoffatome abgespalten werden. So kommt es dem 
auch, wie von Szendr6®) vor einigen Jahren in unserem Institut 
gefunden wurde, bei der Bestrahlung von Histidin neben der 
Desaminierung zu einer nachweisbaren Decarboxylierung, wobei 
das abgespaltene CO, mengenmifig ungefabr einem Drittel des 
abgespaltenen NH, entspricht. Wir erwihnten schon, daf in Ver- 
suchen mit Ascorbinsiure und Histidin, wenn sie bei neutraler 
Reaktion ausgefiihrt werden, ebenfalls CO, abgespalten wird, und 
die gefundenen Werte mit den ,,iiberschiissig“ gefundenen, aus 
der Seitenkette stammenden Ammoniakmengen iibereinstimmen 
(vgl. Abschnitt 1b). Der Abbau des Histidins unter dem Einflub 
ultravioletter Strahlen kénnte demnach wenigstens zum Teil dadurch 
verursacht sein, daB sich in den wifrigen Lésungen Wasserstofi- 
superoxyd bildet. Da Histidin jedoch ein typisches Absorptions- 
maximum im kurzwelligen Strahlenbereich besitzt, ist es wahr- 
scheinlich, daB der Zerfall des Molekiils zu einem anderen Teil auf 
Grund absorbierter Strahlenenergie direkt photochemisch erfolgt. 

Grundsitzlich verschieden von allen bisher beschriebenen 
Abbauarten des Histidins: dem Zerfall des Molekiils unter Ab- 


) F. Ellinger, Arch. f. exper. Path. 136, 129 (1928); P. Holtz, Arch. f 
exper. Path. 175, 97 (1934). 
8) P.Szendré, Pfliigers Arch. 228, 748 (1931). 
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spaltung von drei Stickstoffatomen bei der Kinwirkung von Wasser- 
stofisuperoxyd, Ozon und Ultraviolettstrahlen, oder unter Ab- 
spaltung von zwei Stickstoffatomen, wie in den Versuchen mit 
Ascorbinséure und Thioglykolsiure, verliuft der Histidinabbau 
durch Isatin. 

Die Wirkung des Isatins auf Aminosiuren wurde wie die- 
jenige ahnlich wirkender Substanzen, z. B. des Alloxans und 
Chinons friiher schon von Strecker®) und Traube”®), in neuerer 
Zeit vor allem von Langenbeck") untersucht. In Langen- 
becks Versuchen erwiesen sich Isatin und ,,aktivierte“ Isatine 
als wirksame Dehydrasemodelle fiir Aminosiuren, die unter De- 
hydrierung und anschlieBender Desaminierung der Aminosiure 
selbst zu Isatyd hydriert werden, sich mit Luftsauerstotf wieder 
reversibel zu Isatin oxydieren und durch dieses Pendeln zwischen 
Oxydations- und Reduktionsform eine gréBere Zahl von Substrat- 
molekiilen umsetzen. 

Isatin, als primares Oxydationsprodukt des Isatyds, vermag 
Aminoséuren zu dehydrieren im Gegensatz zu den primiren 
Oxydationsprodukten der Ascorbinsiure und Thioglykolsiure, die 
hierzu nicht fihig sind (vgl. Abschnitt 4). Dementsprechend findet 
Langenbeck das Isatin auch unter anaeroben Bedingungen, 
zB. im Methylenblauversuch wirksam, wahrend die von uns 
untersuchte Ascorbinséure und Thioglykolsiure ihre Wirkung nur 
bei Sauerstoffgegenwart entfalten kénnen, wobei das eigentlich 
wirksame Agens dann eben nicht die entsprechenden primiren 
Dehydrierungsprodukte sind, sondern peroxydartige Zwischen- 
produkte. Wenn deshalb Langenbeck und Ruge!?¥) finden, daB 
bei der Dehydrierung von Alanin durch Isatin kleine Mengen 
Peroxyd gebildet werden, so braucht dadurch die dehydrierende 
und desaminierende Wirkung des Isatins nicht beeinfluBt zu 
werden, da diese ja auch anaerob verliuft. DaB die intermediire 
Kntstehung kleiner Peroxydmengen fiir die Wirkung des Isatins 
tatsichlich so gut wie bedeutungslos ist, geht denn auch aus 
unseren Versuchen mit Isatin und Histidin hervor. 

Wir benutzten zu diesen Versuchen nicht das schwer lésliche 
Isatin selbst, sondern das leicht wasserlésliche isatinsulfonsaure 





*) A. Strecker, Liebigs Ann. 123, 363 (1862). 

1) W. Traube, Ber. chem. Ges. 44, 3145 (1911). 

") W.Langenbeck, Ber. chem. Ges. 60, 930 (1927); vgl. auch 
W. Langenbeck, Die organ. Katalysatoren, Berlin, Julius Springer 1935. 

*) W. Langenbeck u. U. Ruge, Ber. chem. Ges. 70, 867 (1937). 
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Kalium. Aus dem mitgeteilten Versuchsbeispiel geht hervor, dag 
im Versuchsansatz Histidin—isatinsulfonsaures Kalium groBe Mengen 
priformierten Ammoniaks entstehen, die deshalb schon bei Soda. 
alkalitit frei werden, wihrend bei der dann nachtriglich aus. 
gefiihrten Destillation mit Natronlauge praktisch kein Ammoniak 
mehr nachgeliefert wird (Tab. 5, Vers. Nr. 6.) Das gesamte 
durch Isatin abgespaltene Ammoniak stammt deshalb mit gréBter 
Wahrscheinlichkeit aus der Seitenkette des Histidinmolekiils, 
wihrend der Imidazolring nicht angegriffen wird. Die Wirkung 
kommt dementsprechend auch hier, ebenso wie in den Versuchen 
Langenbecks mit Alanin, dem Isatin selbst als primirem 
Oxydationsprodukt des Isatyds zu und nicht dem Wasserstof- 
superoxyd oder peroxydahnlichen Produkten, die zwar auch im 
System Aminosiure—Isatin in geringfiigigem Umfang entstehen 
mégen, aber nicht maBgebend an der Wirkung beteiligt sein kénnen, 
da es sonst in gleicher Weise wie in unseren Versuchen mit 
Ascorbinsiure, Thioglykolsiure, Wasserstoffsuperoxyd, Ozon und 
Ultraviolettstrahlen zu einer Sprengung des Imidazolrings kommen 
miiBte. 3 


Bemerkungen zti den Versuchsergebnissen. 


Die wichtigsten Organe fiir den biologischen Abbau der 
Aminosiuren sind Leber und Niere. In den Untersuchungen von 
Krebs '%) iiber die oxydative Desaminierung von Aminosduren durch 
Nierengewebe wird gerade die natiirlich vorkommende 1-Form 
des Histidins nur in geringem Mafe unter Desaminierung abgebaut. 
Wenn auch Krebs diese Resultate, wenigstens bisher, nur unter 
aeroben Bedingungen erhielt, so spricht man doch auf Grund 
anderer bekannter EKigenschaften des Ferments der Krebs schen 
,»Oxydo-desaminase“ heute schon Dehydrasenatur zu'). Es ist 
daher wahrscheinlich, daB das von der Nierendehydrase aus Histidin 
abgespaltene Ammoniak unter Erhaltung des Imidazolrings aus 
der Seitenkette des Molekiils stammt und damit hier gleiche 
biologische Verhiltnisse vorliegen, wie sie im Modellversuch z. B. 
durch Isatin nachgeahmt werden kénnen. 

Das Fermentsystem der Leber hingegen fiihrt bei spezifischer 
Einstellung gerade auf die natiirlich vorkommende 1-Form nach 
Edlbacher (a. a. 0.) unter Aufsprengung des Imidazolrings 20 





18) H. A. Krebs, Diese Z. 217, 191 (1983); Klin. Wschr. 11, 1744 (1932). 
14) Vgl. z. B. W. Franke in ,,Chemie der Enzyme“ von H. v. Euler, 
Miinchen, J. F. Bergmann 1934, S. 595. 
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einem fast 100°/,igen Abbau des Histidins. Den charakteristischen 
Reaktionsmechanismus, der diesem biologischen Histidinabbau 
zugrunde liegt, konnten wir im Modellversuch mit Ascorbinsiure 
und Thioglykolsiure nachahmen. Die Traiger der Wirkung waren 
organische Peroxyde, die bei der Autoxydation dieser Substanzen 
intermediar entstanden, um dann selbst sehr bald in irreversibel 
oxydierte Produkte tiberzugehen. Daraus erklirt sich, daB die 
Reaktion zwischen Histidin und Ascorbinsaiure bzw. Thioglykol- 
siure nicht in der Art einer katalytischen Reaktion verlauft, 
sondern in der Art einer Induktionsreaktion. Es darf indessen 
vielleicht mit der Méglichkeit gerechnet werden, dab der Organismus 
iiber Mittel verfiigt, Substanzen von der Art der Ascorbinsiure 


‘oder Thioglykolsiure als aktive Gruppen in einen kolloidalen 


Triger einzubauen, hierdurch die im Modellversuch sich sehr 
rasch irreversibel verindernden wirksamen Peroxydformen vor der 
irreversiblen Zerstérung zu bewahren und damit ein Pendeln 
zwischen ihnen und der reduzierten Form zu gewihrleisten. Im 
Sinne unserer heutigen theoretischen Vorstellungen auf dem Ge- 
biete des Aufbaues der Fermente wiirde man das so entstandene 
Gesamtmolekiil als Fermentmolekiil ansprechen diirfen, dessen 
Wirksamkeit in diesem Falle auf der Anwesenheit reduzierender 
Gruppen beruhen wiirde, die leicht reversibel zu peroxydartigen 
Gruppierungen oxydiert werden kénnen. 


Zusammenfassung. 


1. LaBt man Ascorbinsiure oder Thioglykolsiure bei Sauerstoff- 
gegenwart auf Histidin einwirken, so kommt es unter Sprengung 
des Imidazolrings zur Abspaltung von Ammoniak. 


2. Ein Teil des abgespaltenen Stickstoffs liegt von vornherein 
als Ammoniak vor und wird bei der Destillation mit Soda aus- 
getrieben. Kin anderer Teil liegt in Form eines labilen Zwischen- 
produktes vor, aus dem er erst unter der Einwirkung stirkerer 
Alkalitat (Natronlauge) als Ammoniak in Freiheit gesetzt wird. 


3. LaBt man die Versuche bei saurer Reaktion verlaufen, 
80 findet man bei der Destillation mit Lauge genau doppelt so 
viel Ammoniak wie bei der Destillation mit Soda. Unter diesen 
Versuchsbedingungen werden demnach zwei Stickstoffatome aus dem 
Histidinmolekiil abgespalten. Der Reaktionsmechanismus stimmt 
rr dem von Edlbacher fir die Leberhistidase angegebenen 
tiberein, 


QF 
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4, LaBt man die Versuche bei neutraler oder alkalische; 
Reaktion verlaufen, so sind die bei der Destillation mit Sod, 
erhaltenen Ammoniakmengen deutlich gréBer als die Hilfte deg 
Gesamtammoniaks. Das ,,tiberschiissig“ gefundene Soda—Ammoniak 
stammt aus der Seitenkette des Histidinmolekiils und entspricht 
mengenmibig der unter diesen Versuchsbedingungen freiwerdenden 
Kohlensiure. 


5. Die natirlich vorkommende |-Form des Histidins wird 
von Ascorbinsiure weit stirker angegriffen als die d-Form. Auch 
hierin verhalt sich Ascorbinsiure wie das Histidaseferment. 

6. Thioglykolsiure baut l-Histidin in gleicher Weise ab wie 
Ascorbinsiure. 

7. Bei der Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd, Ozon und 
Ultraviolettstrahlen auf Histidin werden alle drei Stickstoffatome 
des Histidinmolekiils abgespalten. Zwei Stickstoffatome werden 
schon bei der Destillation mit Soda erhalten; sie liegen also als 
priformiertes Ammoniak vor. Das dritte Stickstoffatom wird erst 
durch Natronlauge in Form von Ammoniak in Freiheit gesetzt. 

8. Isatin greift den Imidazolring nicht an; es desaminiert nu 
die Seitenkette des Histidins. 

9. Die experimentellen Befunde werden in Beziehung ge- 
bracht zu dem vor allem in der Leber und in der Niere erfolgenden 
fermentativen Histidinabbau. 











(Aus 








Die Milchandimie junger wachsender Ratten als Test 
fir die antianaimische Wirksamkeit von Leberpraparaten. 


Von 


Hans Julius Wolf und Rudolf Tschesche. 
Mit 5 Figuren im Text. 





(Aus der Medizinischen Klinik und aus dem Chemischen Institut der Universitat Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Mai 1937.) 








Seit der Entdeckung der antiperniciésen Leberwirkung durch 
Minot und Murphy steht die Frage nach der Art und Struktur 
des Wirkungsstoffes der Leber im Vordergrund des Interesses. 
Die Kenntnis dieses Stoffes ist gleich wichtig von praktischen 
wie von theoretischen Gesichtspunkten aus. Die Lésung dieser 
Frage ist jedoch bislang an dem Mangel einer wirklich einwand- 
freien Testmethode fiir den bei der menschlichen pernicidsen 
Animie wirksamen Leberstoff gescheitert. Es gelingt nicht, beim 
Tier ein der menschlichen perniciédsen Animie gleiches oder 
wenigstens weitgehend ahnliches Krankheitsbild hervorzurufen. 
Entblutungs- und Vergiftungsanimien (Phenylhydrazin, Toluylen- 
diamin, Saponin) kénnen zwar in wechselndem AusmaB auch durch 
Leberverabreichung giinstig beeinfluBt werden, die Wirksamkeit 
der Leber ist aber hier nicht streng spezifisch fiir den bei der 
menschlichen Perniciosa wirksamen Stoff. Kine praktische Schwierig- 
keit besteht bei diesen Methoden in der Unmiglichkeit, den Animie- 
schaden exakt und stets gleichmaBig hervorzurufen. Uber die in 
letzter Zeit von Zipf und Gottlebe?) mitgeteilte Methode fehlen 
us ausreichende Erfahrungen. Von den anderen vorgeschlagenen 
Testmethoden ist die Reticulocytenkrise der gesunden Ratte 
[Singer?)] unspezifisch, wahrend der Methimoglobintest (Duis- 
berg) und die anderen Methoden, bei denen die Kinwirkung von 
Leber oder Leberextrakten auf andere Funktionen als auf die 
Blutbildung gepriift wird, von vornherein nicht den antiperniciésen : 
Stoff erfassen [vgl. Singer’)]. 

Im Jahre 1933 erschien nun aus der Kinderklinik in Kiel 
eme Reihe von Arbeiten, in denen die Ziegenmilchanimie junger 
wachsender Ratten untersucht wurde [Rominger, Bomskov und 
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Mitarbeiter *)]. Die Methode schien sehr geeignet fiir die Priifung 


der Leberwirksamkeit. Es wurde festgestellt, daB es bei Kin. 
haltung bestimmter Pflegebedingungen gelingt, junge wachsende 
Ratten durch ausschlieBliche Verfiitterung von Ziegenmilch schwer 
anaimisch zu machen. Die Animie ist ausgesprochen hyperchron, 
Sie tritt nur auf bei ganz jungen Tieren (83—4 Wochen allt): hej 
alteren Tieren ruft ausschlieBliche Ziegenmilchernihrung lediglich 
eine sekundére Animie vom Chlorosetyp hervor. Kuhmilchver. 
fiitterung l4Bt bei alteren wie bei den ganz jungen Ratten stets eine 
Animie vom Chlorosetyp auftreten. Nach der Angabe der Autoren 
gelingt es nun, diese Ziegenmilchanimie der jungen wachsenden 
Ratten durch Behandlung mit Leberpriparaten, peroral oder 
parenteral, zu verhiiten oder gegebenenfalls zu heilen. Dabei bleibt 
bemerkenswerterweise der Himoglobingehalt des Blutes villig 
unbeeinfiluBt, ja, das Haimoglobin sinkt infolge des Eisenmangels 
der Milch weiter ab. Erst zusiitzliche Eisenverabreichnng be- 
dingt raschen Anstieg des Himoglobins zur Norm. LEisenverab- 
reichung allein hat jedoch bei der Ziegenmilchanimie keinerlei 
Heilwirkung. Die Kuhmilchanimie dagegen reagiert prompt auf 
alleinige Eisenzufuhr, wihrend sie gegeniiber der Leberbehand- 
lung refraktir bleibt. Weiterhin wurde mitgeteilt, daB bei der 
Ziegenmilchanimie — im Gegensatz zur Kuhmilchanimie — 
yoprue-ahnliche* Durchfalle auftreten, die gleichfalls durch Leber- 
therapie gebessert werden. Bei dem guten Ansprechen auf die 
Leberbehandlung schien die Ziegenmilchanimie der jungen 
wachsenden Ratten giinstige Méglichkeiten fiir die Priifung der 
antianimischen Leberwirksamkeit zu bieten. Wir versuchten daher, 
unter genauer Hinhaltung der mitgeteilten Versuchsbedingungen, 
die beschriebenen Verainderungen zu reproduzieren. Dabei ist 
zu bemerken, da8 das Blutbild der ausgewachsenen Ratte etwas 
verschieden ist von dem menschlichen Blutbild. Die erwachseue 
Ratte hat rund 6—8 Millionen Erythrocyten im Kubikmillimeter 
Blut bei 110°/, Hb und dariiber und 15—20000 Leukocyten 
[vgl. Kienenberger®)}. Demgegeniiber findet man bei Jungtieren 
im Alter von 2—4 Wochen durchschnittlich nur 3—5 Millionen 
Erythrocyten bei 60—80°, Hamoglobin und 6—10000. Leuko- 
cyten im Kubikmillimeter Blut. Werden die Jungtiere bei dem 
Muttertier belassen oder auf Allgemeinkost gesetzt, so gleicht 
sich der Blutstatus rasch dem Normalstand an. Im Alter von 
10—12 Wochen sind meistens die Blutwerte des erwachsenen 
Tieres erreicht. 
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Methodik. 


Wir verwandten stets nur weiBe Ratten, und zwar nur Wiirfe von 
mindestens 6 Tieren. Die Muttertiere kamen zunichst nach den ersten 
Vorschriften von Rominger und Bomskov 10—14 Tage vor dem Wurf 
in einen Einzelkiifig mit Holzwolle und Torfmull und erhielten Kuhmilch, 
Brot, Riiben und Kiichenabfille. In einer spiteren Veréffentlichung aus 
dem Jahre 1935 teilt Bomskov®) mit, daB es zur Erzielung der Ziegen- 
milchanimie bei den Jungtieren erforderlich ist, die Muttertiere schon 
1), Jahr vor dem Wurf auf eine besondere Kost zu setzen, die im wesentlichen 
aus Vollmilch, Weizen und Mais mit geréstetem Brot und Riiben besteht. 
Wir haben nach Kenntnisnahme dieser Vorschriften unsere Muttertiere ent- 
sprechend bebandelt. Das Ergebnis unserer Untersuchungen wurde dadurch 
aber nicht verindert. Die Jungtiere kamen im Alter von 2—4 Wochen 
(je nach Gewicht und Allgemeinzustand) mit einem Gewicht von 17—22 g 
in Holz- oder in Glaskifige mit einer Einlage von reiner Holzwolle. Die 
Kifige wurden peinlich sauber gehalten. Die Tiere erhielten die Ziegen- 
milch aus Glasschilchen, die sorgfiltig sauber gehalten wurden. Wir 
wechselten des 6fteren die Bezugsquellen der Ziegenmilch, z.T. bezogen 
wir sie aus den Tépferwerken in Dietmannsried b. Kempten im Allgiu. 
Die Milch wurde leicht angewirmt verabreicht, da wir bei den Jungtieren 
nach Verfiitterung kalter Milch Durchfille auftreten sahen, die oft rasch 
zum Tode fiihrten. Die Durchfille waren aber weder Fett- noch Girungs- 
stiihle, zeigten also keinen Sprue-Charakter. Sie traten auch nach Ver- 
fiitterung kalter Kuhmilch auf. Es wurde darauf geachtet, daB die Ziegen- 
milch nicht zu fettreich war. Bei zu fettreicher Milch trat keine deutliche 
Animie auf. Auf der anderen Seite fihrte zu geringer Fettgehalt der Milch 
zum raschen Sterben der Tiere. 


Zur Blutentnahme wurden kleine Stiickchen des Schwanzes ab- 
geschnitten. Durch ganz vorsichtiges Massieren, unter Umstinden unter- 
stiitzt durch vorheriges Eintauchen der Schwinze in warmes Wasser, ge- 
lang es stets, geniigend Blut zu den notwendigen Untersuchungen zu be- 
kommen. 


Ergebnisse. 


Es war meist ohne weiteres méglich, mit den geschilderten 
diitetischen MaBnahmen bei den Jungtieren nicht nur einen Still- 
stand in der Entwicklung des Blutbildes sondern auch ein deut- 
liches Absinken von Hamoglobin, Erythrocyten- und Leukocyten- 
zahl zu erzielen [vgl. Fig.1*)]. Es zeigte sich jedoch rasch, daS 
es auch unter strenger Hinhaltung der von Rominger und 
Bomskov mitgeteilten Bedingungen bei den ganz jungen Ratten 
nicht gelang, eine hyperchrome, nur auf Leberverabreichung 





*) Der besseren Ubersicht halber wurden fiir die ‘Kurvendarstellung 
Einzelbeispiele ausgewahlt. Sie sind typisch fiir eine groBe Zahl ent- 
sprechender Versuche. 








pac Rte a ot ng BRE 


94 Hans Julius Wolf und Rudolf Tschesche, 


reagierende Anadmie zu erzielen. Es handelte sich stets un 
hypochrome Anamien; im besten Falle blieb der Farbeindex yp. 
verindert. Ebensowenig konnten wir die tibrigen von Rominger 
und Bomskov mitgeteilten charakteristischen Verinderunge 
beobachten: es kam, wie schon ausgefiihrt, in keinem Fall x 
spruedhnlichen Durchfallen oder zu Zungenveriinderungen. Muskel. 
schwiche, Steifigkeit in den Gliedern oder Lahmungen wurden 
in keinem Fall beobachtet. Es war fiir uns von Interesse, dag 
auch Schénenberg’) aus der Géttinger Kinderklinik bei Ziegen- 
milchfiitterung junger wachsender Ratten keine eindeutige hyper. 
chrome Anidmie feststellte. Er teilt weiterhin mit, daB die von 
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Fig. 1. 
Verhalten von Hamoglobin, Erythrocyten und Leukocyten einer zu Versuchsbeginn 
3 Wochen alten, weiBen Ratte bei reiner Ziegenmilchfitterung. 


Rominger und Bomskov beschriebenen Sprueerscheinungen und 
der hyperchrome An&mietyp um so seltener auftreten, je besser 
die Pflege der Ratten ist. Bei der Sektion der unter der Ziegen- 
milchernéhrung gestorbenen Ratten konnten wir im iibrigen regel- 
miBig im Magen an der Bliuung von Kongopapier das Vorhanden- 
sein von Salzsiure nachweisen. Die Animie geht also nicht mit 
einer Anaciditét des Magensaftes einher. Dabei hatten einige 
unserer Versuchstiere, die zu Versuchsbeginn in besonders gutem 
Zustand waren, mit der reinen Ziegenmilchfiitterung bis 2 
7 Wochen gelebt. 

Wenn es auch nicht gelungen war, in jeder Beziehung das 
von Rominger und Bomskovy beschriebene Krankheitsbild durch 
Ziegenmilchdiaét nachzuahmen, so war doch festzustellen, dai die 
Ziegenmilchverfiitterung in kurzer Zeit zu einer sehr schwereD 
Animie fihrt, verbunden mit Leukopenie. Wir konnten uns nu? 


tiberzeugen, daB diese Anaimie sehr gut auf Behandlung mit Leber- 


praparaten reagiert, und zwar lieB sich sowohl eine Heilwirkung 
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bei schon bestehender Animie nachweisen, wie eine Schutzwirkung 
gegen den Hintritt der Anaimie bei gleichzeitigem Beginn der 
Leberbehandlung mit dem Beginn der Ziegenmilchfiitterung. Bei 
dem Anstieg der Erythrocyten und der Leukocyten handelte es 
sich stets um eine Dauerwirkung. Der Anstieg hielt an, so lange 
die Extraktbehandlung dauerte. Die Leberwirkung erstreckte sich 
stets nur auf das Verhalten von Erythrocyten und Leukocyten. 
Das Hamoglobin sank trotz der Leberbehandlung kontinuierlich 
und unaufhaltsam weiter ab (vgl. Fig. 2). Der Erythrocyten- 
anstieg war zwar bei geeigneter Dosierung stets deutlich, blieb 


aber in allen Fallen gegeniiber dem Verhalten der Erythrocyten 
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Fig. 2. 
Der EinfluB von Pernimy! forte-Injektionen (tiglich 0,06 ccm subcutan) auf das Blutbild 
einer zu Versuchsbeginn 3 Wochen alten Ratte. Injektionsbeginn gleichzeitig 
mit Beginn der Ziegenmilchfiitterung. 














bei den normal ernihrten Tieren desselben Wurfes zuriick. Erst 
Kisenzulage fiihrte in allen Fallen neben einem Hamoglobin- 
anstieg zu einem Ansteigen der Erythrocyten auf die Normalhoéhe. 

Der besseren Dosierbarkeit halber wahlten wir fiir die 
Leberverabreichung die Form der subcutanen Injektion von 
Leberpraparaten. Wir untersuchten die Wirkung von Campolon, 
Hepatopson und Pernamyl, ohne bei geeigneter Dosierung einen 
Unterschied in der Wirkung festzustellen. Fir die Priifung der 
Standardisierungsmoglichkeiten beschrinkten wir uns auf die Aus- 
wertung des Pernimyl forte, das uns in entgegenkommender Weise 
von der Firma Degewop zur Verfiigung gestellt wurde. Es war 
méglich mit weitgehender Ubereinstimmung bei verschiedenen 
Versuchen die unterste Grenzdosis zu ermitteln, bei der das 
Pernimyl forte noch eben einen deutlichen Erythrocyten- (und 
Leukocyten)-Anstieg trotz Ziegenmilchverfiitterung hervorruft. 
Diese Dosis lag bei einer untersten Grenze von 0,03—0,05 ccm 
taglicher Injektion von Pernimyl forte. Wir wahlten zur Priifung 
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der Leberwirksamkeit die Beobachtung der untersten Grenzdosis, 
die eben einen deutlichen Anstieg der Erythrocyten verursacht, 
Die Beobachtung der Grenzdosis, bei der eben der Abfall der 
Erythrocyten verhindert wird, stieB nach unseren Untersuchungs- 
ergebnissen auf Schwierigkeiten, da unter Umstinden trotz gleich- 
bleibender Dosierung die Erythrocyten spiter doch noch anstiegen 
oder abfielen. Selbstverstindlich stellten wir bei jedem Versuch 
durch Absonderung von 2—3 Kontrolltieren, die nicht mit Leber 
behandelt wurden, die Wirksamkeit der Ziegenmilchernihrung sicher. 

Wir erhielten also durch die Ziegenmilchverfiitterung eine 
hypochrome Anamie, die aber auf Leberbehandlung mit einem 
deutlichen Anstieg von Erythrocyten und Leukocyten reagierte, 
Dabei sank das Haimoglobin — infolge des Eisenmangels der 
Milch und infolge der geringen Kisendepots der Jungtiere — all- 
miihlich und unaufhaltsam ab. Es zeigte sich nun, da bei 
strenger Kinhaltung der geschilderten Versuchsbedingungen auch 
die Verfiitterung von mehr oder weniger stark abgerahmter Kub- 
milch zu einer im wesentlichen ganz .gleichen Aniimie fiihrte. 
Lediglich das Verhalten der Leukocyten war etwas verschieden; 
wir hatten den Eindruck, daB bei Kuhmilchfiitterung die Leuko- 
penie nicht so deutlich ausgesprochen war wie bei Ziegenmilch- 
verfiitterung [vg]. bei Joachimi®)|. Auch die durch Kuhmilch 
animisch gemachten Ratten reagierten auf Leberextraktbehandlung 
mit einem deutlichen Erythrocytenanstieg, wihrend das Himéglobin 
wie bei der Ziegenmilchaniimie unbeeinflu{t absank. Die Leuko- 
cyten stiegen unter der Leberbehandlung meist gleichfalls an. 
Diese Feststellung steht im Gegensatz zu den Angaben von 
Rominger und Bomskov, nach denen die Kuhmilchanimie der 
jungen wachsenden Ratten durch Leberbehandlung nicht  be- 
einfluBt wird. 

Es war uns nun von Interesse, den KinfluB von Eisen (und 
Kupfer) auf die geschilderten Animieformen zu untersuchen. Its 
war zu erwarten, daB die Kuhmilchanimie durch Eisen gut zu 
beeinflussen war, im Gegensatz zu der Ziegenmilchanimie. Unsere 
eigenen Versuche zeigten jedoch, daf unter unseren Versuchs- 
bedingungen beide Animieformen in gleicher Weise auf die Kisen- 
verabreichung reagierten; es kam zu einem rasch einsetzenden 
Anstieg von Himoglobin, Erythrocyten und Leukocyten (vgl. Fig. 3). 
Der Anstieg der Erythrocyten war stets rascher und vollstindiger 
als bei der Leberbehandlung. Es lieB sich bei beiden Animie- 
arten mit weitgehender Ubereinstimmung der einzelnen Versuche 
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sis, [F die Mindestmenge von Hisen feststellen, die eben noch zu einem 
‘ht. [fF Wiederanstieg der Erythrocyten und des Himoglobins fiihrten. 
ler —F Sie betrug bei 20 g schweren Tieren rund 10—20 y Fe in Form 
gs- yon Ferrichlorid tiglich bei oraler Zufuhr [Stiickradt’)]. 

ch. Bei der Behandlung der menschlichen Animien spielt in letzter Zeit 
en @ die Frage nach der Wertigkeit des zugefiihrten Eisens eine grofe Rolle. 
ich Nur dem 2wertigen Eisen wird eine Resorbierbarkeit und therapeutische 


Wirksamkeit zugeschrieben [vgl. bei Schulten”)}. Bei der durch eisenarme 





er 
or Diit an Jungtieren hervorgerufenen Aniimie liegen aber die Verhiiltnisse 
ih villig anders als bei den bekannten ,,sekundiren“ Animieformen des er- 
- wachsenen Menschen. Sie ist eine ausgesprochene Eisenmangel-Animie, 
nm & hervorgerufen durch mangelnde Eisenzufuhr in der Nahrung (reine Milch- 
te, [—  diiit) bei Jungtieren, die noch nicht wber gréBere Eisendepots verfiigen, 
or oF 0000-5 
ll. & 9000 | 
e 8000; 60- 70% 
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h Fig. 3. 
io Der Einflu8 von Eisenverabreichung (Eisenchlorid per os) auf das Blutbild 
: : einer jungen Ratte, die vom 19. Lebenstag ab mit Ziegenmilch gefiittert wurde. 
0 F 
)- — 

Schon die Versuche von Abderhalden") zeigten, daB die Eisenmangel- 
> aniimie bei Jungtieren auf Verabreichung von Eisen in jeglicher Form mit 
n einer Steigerung der Blutbildung reagiert, gleichgiiltig ob das Eisen in 
r § organischer Verbindung oder als anorganisches Salz verabreicht wurde 
. ivgl. bei Meyer-Gottlieb*)}. 

| AuBer dem Eisen wird auch dem Kupfer ein anregender Kin- 

1 § flu8 auf die Blutbildung bei Animie zugeschrieben. Handovsky?%) 
5 fand vor allem Kupfer—KiweiBverbindungen stark wirksam bei 
1 ff verschiedenen Animiearten. Zusiitzliche Kupferverabreichung zu 
> @ Kisengaben hatte einen besonders starken und raschen Anstieg 
5 


- & der Blutwerte zur Folge. Zur gleichen Beobachtung kommt Roth’) 
bei der Behandlung unklarer menschlicher Animien. Nach Waddel, 
| @& Steenbock, Elvehjem und Hert’), Fog!) u. a. ist eine Heil- 
wirkung bei Animien durch reines Hisen allein gar nicht oder 

doch nur unvollkommen zu erzielen; erst Zugabe minimaler Kupfer- 

_ dosen bewirkt eine rasche und vollstiindige Regeneration. Ob bei 

| @ den oben angefiihrten Versuchen ein minimaler Kupfergehalt des 
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Kisens fiir den guten Erfolg der Kisenwirkung verantwortlich ge- 
macht werden muB, soll dahingestellt bleiben. Zulagen von Kupfer 


in Form von Kupfersulfat hatten keinen meBbaren EinfluB auf 


das Tempo und das AusmaB der durch Eisenverabreichung be- 
dingten Regeneration des Blutbildes bei unseren durch Milchdiiit 
animisch gemachten jungen Ratten. 


Auf Verabreichung von Kupfer per os allein in Form von 
verdiinnten Kupfersulfatlésungen reagierten die durch Ziegen- oder 
Kuhmilchverfiitterung animisch gemachten jungen Ratten zunichst 
mit einem deutlichen Anstieg der Erythrozyten und der Leuko- 
cyten. Dabei sank das Himoglobin langsam ab. Nach 2—3 Wochen 
nahm aber die Erythrocytenzahl regelmiiBig wieder ab, und sank 
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Fig. 4. 
Der Einflu8 von Kupfersulfat (0,1 mg Cu tiglich per os) auf das Blutbild einer jungen 
Ratte, die vom 19. Lebenstage ab mit Ziegenmilch erndihrt wurde. Kupferbehandlung 


gleichzeitig mit Beginn der Milchdiit. kK: Kontrolltier, V: Versuchstier. 


dann unaufhaltsam weiter, entsprechend dem Verhalten der un- 
behandelten Kontrolltiere (vgl. Fig. 4). Auch eine Steigerung der 
Kupferdosen bis zu toxischen Mengen brachte kein anderes KEr- 
gebnis. 


Es war nun zu iiberlegen, ob die beobachtete Wirkung der 
Leberpriparate bei der Milchaniimie auf den Gehalt an Eisen 
oder Kupfer zuriickzufiihren war. Die qualitative Priifung ergab, 
daB Pernimyl forte Spuren von Hisen enthalt. Nach Jackson, 
Klein und Wilkinson‘) enthalten handelsiibliche amerikanische 
Leberpriiparate 8,5—33,2 mg-°/, Eisen und 1,2—2,0 mg-°/, Kupfer. 
Bei Umrechnung dieser Zahlen auf die von uns festgestellte 
wirksame Grenzdosis von 0,03—0,05 ccm tiglich verabreichter 
Leberextraktmenge kommen wir 7u einer taglich zugefiihrten 
Eisenmenge von 2,9—11 y Eisen. In deutschen Leberpraiparaten 
fand A. H. Miller?) bei eigenen Untersuchungen meist nur Spuren 
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von Kisen. Lediglich bei einer Campolonprobe sind Zahlen an- 
gegeben: 1,78 mg-°/,. Das sind bei 0,05 ccm Leberextraktmenge 
rund 0,9 v Fe, also weit weniger als die unterste wirksame Grenz- 
dosis von 10—20y Fe tiaglich. Es ist damit natiirlich nicht aus- 
geschlossen, daB in dem von uns verwandten Pernimy] forte, iiber 
das wir keine Analysendaten finden konnten, auch gelegentlich 
etwas héhere EKisenmengen vorkommen. Gegen die Annahme einer 
reinen Eisenwirkung bei dem von uns beobachteten Erfolg der 
Leberextraktbehandlung schiitzt aber eindeutig die Feststellung, 
daB die auf Leberextraktbehandlung mit Erythrocytenanstieg 
reagierenden Tiere einen deutlichen Himoglobinabfall aufweisen. 
Die Eisenbehandlung fiihrt, wenn sie iiberhaupt wirksam ist, 
nach unseren Beobachtungen stets zu einem gleichzeitigen Anstieg 
von Erythrocyten und Himoglobin. Uber den Kupfergehalt der 
deutschen Leberpriparate konnten wir keine Analysenergebnisse 
finden. Es ist damit zu rechnen, daB unter Umstiinden bei der 
Verarbeitung der Leberextrakte wechselnde Kupfermengen bei- 
gemischt werden kénnen. Unsere Versuche hatten aber gezeigt, 
da8 selbst groBe, toxisch wirkende Kupferdosen keinen dauernden 
KinfluB auf das Verhalten der Erythrocyten und des Himoglobins 
im Sinne einer Steigerung der Blutwerte hatten. Die Wirksamkeit 
der Leberextrakte kann also weder auf Kisen-, noch auf Kupfer- 
beimengungen zuriickgefiihrt werden. 

Im Verfolg der Aniimieversuche zeigten sich nun beim Ablauf 
der Aniimie jahreszeitlich bedingte Schwankungen. Unsere ersten 
Versuche, bei denen mit vélliger RegelmiBigkeit die Animien 
auszulésen waren, hatten wir im Herbst und Winter durchgefihrt. 
Spiiter, im Verlauf des Sommers, zeigte es sich, daB es bei vollig 
gleichbleibenden Versuchsbedingungen auf einmal nicht mehr ge- 
lang, die Milchanimien bei den jungen wachsenden Ratten her- 
vorzurufen. Die Tiere blieben, sowohl bei Kuhmilch- wie bei 
Ziegenmilchfiitterung, zum Teil auf dem Stand des Blutbildes, 
den sie zu Versuchsbeginn hatten; einige zeigten sogar eine leichte 
Vermehrung der Erythrocyten und der Leukocyten. Auch das 
Himoglobin sank nicht so regelmiBig ab wie im Herbst und 
Winter, sondern blieb meist fiir einige Zeit auf der Hohe, die 
es zu Versuchsbeginn hatte, und sank erst bei lingerer Fortdauer 
des Fiitterungsversuches ab. Wir hatten den Hindruck, daf dieses 
iiberraschendeVerhalten mit der Griinfiitterung der milchspendenden 
Tiere zusammenhingt. In diesem Zusammenhang war uns die 
Beobachtung von Schénenberg sehr wichtig, daS sich eine 
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Ziegenmilchanimie junger wachsender Ratten durch Behandlung 
des milchspendenden Tieres mit Campolon verhiiten labt. An dem 
Ubergang aniimieverhindernder Stoffe in die Milch ist also nicht 
zu zweifeln. Graal!®) konnte zeigen, daB orale oder parenterale 
Verabreichung von praktisch eisen- und kupferfreiem Chlorophyll 
einen allerdings nur voriibergehenden Anstieg der Erythrocyten- 
zahlen bei jungen wachsenden Ratten hervorrufen kann, die durch 
reine Ziegen- oder Kuhmilchernihrung animisch gemacht worden 
waren (vgl. Fig. 5). 

Die Unterschiede im Einflu8 von Voll- und Magermilch, die 
Schénenberg’) beim Zustandekommen der Ziegen- oder Kuh- 
milchaniimie beschrieben hat, konnten wir bei unsren Versuchen 
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Fig. 5. 
Der Einflu8 von Chlorophyllverabreichung per os auf das Blutbild einer jungen Ratte 


die vom 20.Tag ab mit Ziegenmilch erndhrt wurde. Die Chlorophyllbehandlung setzte 
gleichzeitig mit der Milchdiat ein. K: Kontrolltier, V: Versuchstier. 


nicht feststellen. Wir vermieden es im allgemeinen, eine zu fett- 
reiche Ziegenmilch zu verabreichen, da wir, wie auch Rominger 
und Bomskov‘), bei zu hohem Fettgehalt der Milch nicht mit 
Sicherheit Animien auslésen konnten. Bei zu starkem Abrahmen 
der Milch pflegten die Tiere friih zu sterben. (Auf den Fragen- 
komplex der eigentlichen Ziegenmilchanimie kann im Zusammen- 
hang der vorliegenden Arbeit nicht niher eingegangen werden.) 


Es war nun die Frage, ob die von uns unter den 6rtlichen 
Géttinger Verhiltnissen beobachtete Milchanimie als Test fiir eine 
blutbildende Wirksamkeit der Leber zu verwerten war. Die Methode 
hatte die folgenden Fehler: Erstens ist die Beeinflussung der 
Anaimie nicht spezifisch fiir eine antipernizidse Leberwirkung. 
Die Animie ist vor allem auch durch Zufiitterung sehr geringer 
EHisenmengen zu beeinflussen, gleichgiiltig, ob sie durch Kuh- 
milch- oder durch Ziegenmilchverfiitterung hervorgerufen wurde. 





Dal 
an 

kon 
Ver 
cyte 
kell 
ein 
org: 
ver 
Er] 
jun, 
Aus 
wel 
ste] 


lick 


din 
ma 
Die 
die 
het 
ZW1 
die 
sic] 
bel 
lick 
unl 
tie] 
bel 
die 














































Die Milchanimie junger wachsender Ratten als Test usw. 81 


Dabei ist jedoch eine EKisenwirkung ohne weiteres erkenntlich 
an dem Verhalten des Himoglobins. Nur nach Eisenverabreichung 
kommt es gleichzeitig mit einem Erythrocytenanstieg zu einer 
Vermehrung des Himoglobins. Die nur kurz dauernde Erythro- 
eyten-vermehrende Wirkung des Kupfers spielt wohl praktisch 
keine groBe Rolle. Dagegen mufte die Frage offen bleiben, ob 
eine Erythrocyten-steigernde Wirkung nicht auch durch andere 
organische Stoffe, als durch den Antiperniciosa-Stoff der Leber 
verursacht wird. Bei einer Aufarbeitung der Leberextrakte mit 
Erprobung der einzelnen Fraktionen bei der Milchanimie der 
jungen Ratten blieb aber auch unter diesen Umstinden noch die 
Aussicht, Stoffe zu isolieren, die fiir die Blutbildung wichtig sind, 
wenn auch bei dem Fehlen einer ausgesprochen spezifischen Kin- 
stellung des Testes die Hoffnung auf eine Eliminierang des eigent- 
lichen Antiperniciosa-Stoffes zuriickgestellt werden muBte. 

Kin zweiter Fehler der Methode ist die jahreszeitlich be- 
dingte Unsicherheit in der Auslésung der Anaimie. Immerhin 
macht sich dieser Fehler nur in den Sommermonaten geltend. 
Die regelmaBige Absonderung von Kontrolltieren aus jedem Wurf, 
die nur mit Milch, aber nicht mit Leber und Leberextraktstoffen 
behandelt werden, und der Vergleich im Verhalten der Blutwerte 
zwischen den eigentlichen Versuchs- und den Kontrolltieren laBt 
diesen Fehler mit weitgehender Sicherheit ausschlieBen: es zeigte 
sich auch bei den ,Sommerversuchen“ stets, da8 unter der Leber- 
behandlung der Anstieg der Erythrocyten und Leukocyten wesent- 
lich rascher und deutlicher in Erscheinung trat, als bei den 
unbehandelten Kontrolltieren. Durch Vergleich mit den Kontroll- 
tieren lieB sich also in jedem Fall der Kinflu8 von Leber- 
behandlung auf die Blutbildung nachweisen, auch dann, wenn 
die Animie nicht deutlich in Erscheinung getreten war. 

Den Vorteil der Methode sahen wir vor allen Dingen darin, 
daB bei den kleinen Tieren nur sehr geringe Mengen wirksamer 
Substanz erforderlich sind. Bei der Bearbeitung grofer Wiirfe 
imindestens 6 Tiere) ist es méglich, fiir eine gréBere Anzahl von 
Versuchstieren Versuchsbedingungen zu beschaffen, die in jeder 
Beziehung vergleichbar sind. Bei einer geniigenden zeitlichen 
Ausdehnung der Versuche (mindestens 4 Wochen) lief sich, wie 
die Chlorophyllversuche zeigen, ohne weiteres eine nur voriiber- 
gehende Reizwirkung auf das Knochenmark unterscheiden von 
der langanhaltenden Dauerwirkung von Stoffen, die anscheinend 
bei der Erythrocytenbildung wichtig sind. Es war also zu er- 
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warten, daB die Methode eine etwas gréBere Spezifitit fiir dic 
Erfassung wirklich knochenmarkswirksamer Stoffe bot, als z. B. 
die Beobachtung der Reticulocytenkrise der erwachsenen Ratte 
(Singer). Vor der Entblutungs- und der Entgiftungsanimie hat 
die Methode den entschiedenen Vorteil, daB sie bei den Tieren 
desselben Wurfes vergleichbare Bedingungen schafit. 


Wir hielten also den Versuch fiir angezeigt, die Milch- 
aniimie der jungen wachsenden Ratten als Testmethode zu be- 
niitzen zur Darstellung von Stoffen aus Leberextrakten, die bei 
der Blutbildung wichtig sind, zum mindesten bei der Blutbildung 
junger wachsender Tiere, im Sinne einer Férderung der Erythro- 
cyten- und der Leukocytenbildung. Uber die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen wird in einer folgenden Arbeit berichtet werden. 


Zusammenfassiing. 


Durch einseitige Milchernihrung lit sich bei jungen Ratten 
im Alter von 3—4 Wochen eine schwere Animie erzielen; dabei 
besteht kein wesentlicher Unterschied in der Wirkung von Ziegen- 
oder Kuhmilch. Die Animie ist jedesmal hypochromen Charakters. 


Die Ziegenmilch- wie die Kuhmilchaniimie der jungen 
wachsenden Ratten zeigt auf subcutane Leberextraktbehandlung 
einen deutlichen Anstieg von Leukocyten und Erythrocyten, der 
anhilt, solange die Extraktbehandlung dauert; das Hiimoglobin 
sinkt dabei ununterbrochen ab. 


Es ist méglich, mit weitgehender Ubereinstimmung der 
Einzelversuche die unterste wirksame Grenzdosis des betreffenden 
Leberextraktes festzustellen. 


Kuhmilch- wie Ziegenmilchanimie reagieren auf Ver- 
abreichung von kleinsten Eisendosen mit einem deutlichen 
Anstieg von Hiamoglobin, Erythrocyten und Leukocyten. Die 
Wertigkeit des zugefiihrten Eisens spielt dabei keine Rolle. 


Die Brauchbarkeit der Milchaniimie der jungen wachsenden 
Ratten als Testmethode fiir die blutbildende Wirkung von Leber- 
extrakten wird besprochen. 


Wir danken der Degewop-Gesellschaft wissenschaftlicher Organ- 
priparate A.-G. Spandau, insbesondere Herrn Dr. Kuhlmey und Herrn 
Dr. Dorfmiiller vielmals fiir ihre weitgehende Unterstiitzung. 
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Die Wirkung der Pterine und einiger anderer Stoffe 
auf das Blutbild didtanimischer Jungtiere 
und ausgewachsener Ratten. 


Von 
R. Tsechesche und H. J. Wolf. 


Mit 9 Figuren im Text. 


(Aus dem Allgem. Chem. Universititslaboratorium und der Mediz. Klinik in Géttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Mai 1937.) 


In einer kurzen vorliufigen Mitteilung') haben wir vor einigen 
Monaten berichtet, daB es uns bei diitaniimischen jungen Ratten 
(Milchanimie nach Rominger und Bomskov) gelungen war, 
durch Injektion von Uropterinlésungen | Priparat von Koschara?)| 
den Abfall der Erythrozytenwerte aufzuhalten und dariiber hinaus 
ein Ansteigen zu erreichen. Gleichzeitig wurde dabei ein Ab- 
sinken der Himoglobin-werte beobachtet. Wir hatten damals in 
Aussicht gestellt, auch die anderen bekannten Pterine in diesem 
Tiertest auf ihre antianimische Wirkung zu priifen. Durch die 
freundliche Uberlassung von Proben von Xanthopterin, Erythro- 
pterin, Leukopterin und Guanopterin durch Prof. Schépf?*)*), ist 
es uns mdglich gewesen, diese Absicht durchzufiihren. Wir be- 
richten nachfolgend iiber die Ergebnisse, die wir erhalten haben. 
Weiter haben wir unsere Befunde auch dadurch ergiinzt, daB wir 
die Verainderungen der Reticulozytenwerte (Jugendformen der roten 
Blutkérperchen) an erwachsenen Ratten auf Injektionen von Pterin- 
lésungen verfolgt haben. Wenn auch dieser Test fiir eine anti- 
aniimische Leberwirkung im Sinne der Heilung der Pernicidsen 
Animie nicht spezifisch ist, so schien er uns doch so weit als 
geeignet, um eine Knochenmarkswirksamkeit der im Milchanamie- 
test als wirksam erkannten Stoffe zu bestitigen oder unter Um- 
stiinden zu verneinen. (Technisches und Methodisches zum Milch- 
aniimietest vgl. die vorhergehende Mitteilung, Diese Z. S. 21.) 


*) Wir méchten Herrn Prof. Schépf auch an dieser Stelle bestens fiir 
die uns zur Verfiigung gestellten Pterinproben danken. 
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Die Ratten-Reticulozyten-Reaktion. 


Im Jahre 1932 fanden Cario und Gebhard‘), daB bei fortlaufender 
Injektion von wirksamen Leberextrakten, die sonst recht konstanten Re- 
ticulozytenwerte erwachsener Ratten einen deutlichen Anstieg zeigen. 
E. Singer’) hat diesen Befund zu einem Test weiter ausgebaut. Er ver- 
wendete Albinoratten im Gewicht von 180—200 g, die mit einer Normalkost 
yon Milch und Semmeln ernihrt wurden. Die Reticulozytenzahlen solcher 
Tiere schwanken dann normalerweise zwischen 6 und 14°/,. Nach In- 
jektion von Leberpraéparaten steigen die Prozentzahlen der Reticulozyten 
nach 3, bis spiitestens 5 Tagen an, um dann allmihlich wieder abzusinken. 
Kin Ausbleiben des Anstieges tiber den fiinften Tag hinaus wurde als 
negativer Ausfall des Testes bewertet. Die Reaktion ist, auch nach 
Singers Angaben, leider nicht spezifisch fiir die antianimische Wirkung 
yon Leberpriiparaten bei der perniciédsen Aniimie. Schon Cario und Geb- 
hard‘) stellten fest, daB auBer Leberpriiparaten und normalem Magensaft 
auch Tryptophan-Histidingemische einen Reticulozytenanstieg hervorrufen, 
Stoffe, die bei der menschlichen Perniciosa sicher von geringer Bedeutung 
sind. Singer’) hilt jedoch die Reticulozytenreaktion fiir einen immerhin 

bedingt spezifischen — Test. - 

Wir hielten uns bei unseren Versuchen an die Vorschriften von 
Singer: Wir benutzten Albinoratten von etwa gleichem Gewicht und der- 
selben Kost. Bei der Blutentnahme wiihlten wir allerdings das Abschneiden 
' ganz kurzer Schwanzstiickchen, nachdem wir uns durch Kontrollversuche 
iiberzeugt hatten, daB kein wesentlicher Unterschied in den Ergebnissen 
besteht gegeniiber einer Blutentnahme durch Ritzen der Schwanzvenen. 
Eine etwaige Blutung konnte durch kurze Kompression des Schwanzendes 
ohne Sehwierigkeit behoben werden. Wir injizierten die Stoffe gewéhnlich 
nur einmal in gréBerer Dosis, 3—5 cem, subkutan und verfolgten dann fort- 
laufend das Verhalten der Erythrozyten- und Reticulozytenwerte. Nicht 
immer erfolgte der Anstieg der Reticulozytenzahlen schon nach 3—5 Tagen, 
manchmal trat er erst am siebenten Tage deutlich in Erscheinung. Lang- 
sam einsetzende, spiter erfolgende Anstiege haben wir grundsitzlich nicht 
mebr gewertet. Wir haben aber alle die Fille, in denen der Reticulozyten- 
_ anstieg erst am 6. oder 7. Tage nach der Injektion erfolgte, als positiv 
_ gewertet. Es stellte sich nimlich heraus, dab Injektionen des gleichen 
Stoffes in gleicher Dosis bei derselben Ratte mitunter einen etwas ver- 
zigerten Reticulozytenanstieg bewirken konnten. (Niiheres vgl. in der 
Dissertation von Kramer, Géttingen 1937.) 


Wie sich aus den Fig. 1—5 ergibt*), zeigen alle Pterine im 
Milchanimietest eine sichere antianimische Wirkung. Am besten 
wirksam erwies sich das Xanthopterin, bzw. Uropterin, die nach 
Koschara?) identisch sein sollen. Bei diesem Pterin haben wir 
in manchen Fillen schon mit 0,5 y pro Tag und Tier ein Fort- 
 schreiten der Animie verhindern kénnen und dariiber hinaus ein 


*) Die Kurven geben stets nur die Verinderung im Blutbild je eines 
Versuchstieres wieder. Eine groBe Zahl von weiteren Versuchstieren zeigte 


| entsprechende Ergebnisse. 
3* 
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Ansteigen der Erythrozytenzahlen beobachtet. Ebenso fanden wir 
Erythropterin wirksam. Da dieses Pterin aber nur mit 5 y ge- 
prift wurde und das angewandte Material nach Schépf noch 
etwa 5°/, Xanthopterin enthielt, kann die Wirksamkeit in diesem 
Falle auch durch das beigemengte Xanthopterin verursacht sein. 
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Uropterin, 1 y tagl., bei Ziegenmilchanimie. Xanthopterin, 5y tagl., bei Ziegenmilchandmie. 
(Ery = Erythrocyten, Hb = Haimoglobin, V = Versuchs-, K = Kontrolltier.) 
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Fig. 5. Leukopterin, 10 y tagl., bei Ziegenmilchanimie. 
(Ery = Erythrocyten, Hb = Himoglobin, V=Versuchs-, K = Kontrolltier.) 
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Kine sichere Wirksamkeit haben wir beim Leukopterin und Guano- 
pterin erst bei taglichen Injektionen von 10 y beobachten kénnen, 
doch war auch dann das Ergebnis nicht so gut wie beim Xantho- 
pterin. Diese Feststellung ist deswegen besonders bemerkenswert, 
da bisher von allen Pterinen nur das Xanthopterin in der Leber 
aufgefunden worden ist. Alle einfachen Purine, die wir gepriift 
haben?), waren ganz unwirksam. Annahernd entsprechend verliefen 
die Versuche im Reticulozytentest an erwachsenen Ratten nach 
Singer. Auf einmalige Injektion von 30—150 y Pterin trat in 
allen Fallen nach 4—6 Tagen eine erhebliche Reticulozyten- 
vermehrung ein (Fig. 9). 

Schon in unserer ersten Mitteilung iiber diesen Gegenstand ') 
hatten wir eine Arbeit von Subbarow und Jacobson®) erwihnt, 
nach der zur Heilung der menschlichen Perniciosa eine Reihe von 
Stoffen notwendig sei, von denen jeder allein gegeben, keine Wir- 
kung zeigen soll. Es handelt sich dabei um 1-Tryosin, ein kom- 
plexes Purin und ein Polypeptid. Inzwischen ist uns eine weitere 
Arbeit der gleichen Verfasser bekannt geworden"), nach der das 
komplexe Purin eine Verwandtschaft mit den Pterinen der Insekten- 
fliigel haben soll. Da Koschara’) die weite Verbreitung eines der 
Pterine, des Xanthopterins in organischen Materialien nachgewiesen 
hat —- er konnte es im Heumehl, im Harn verschiedener Tiere 
und auch in der Leber nachweisen — hatte der Befund der 
amerikanischen Autoren fiir uns ein besonderes Interesse. Aller- 
dings geben Subbarow, Jacobson und Fiske an, daB ihr 
Pterin-aihnliches Purin mit keinem der bisher beschriebenen Pterine 
identisch sei. (Es soll im iibrigen auch die Black tongue-Erkran- 
kung von Hunden heilen.) Wir haben nach den Angaben der 
Amerikaner den Stoff aus Leber gewonnen und seine Wirksam- 
keit auch in unseren Tiertesten feststellen kénnen (Fig. 6). Als 
wir aber daran gingen, das komplexe Purin weiter zu reinigen, 
verlor sich die Wirksamkeit ganz. Als reinen, einheitlichen Stoff 
erhielten wir schlieBlich Xanthin, dem keine Wirksamkeit zukommt. 

Nach Subbarow, Jacobson und Fiske hergestelltes Material 
ergab folgende Analysenwerte: C 38,09, H 3,04, N 33,95, 
Asche 1,9 und Wasserverlust beim Trocknen 4,8°/,. Subbarow, 
Jacobson und Fiske geben folgende Werte an: C 37,88, 
H 3,04, N 33,07, Asche 0,7 und Wasserverlust 4,8°/,. 

Zur Reinigung wurde die Substanz mehrmals aus 2n-Salz- 
siure umgelést und lieferte dann folgende Analysenwerte: 


C 39,45 H 3,11 N 36,58; Xanthin: C 39,46 H 2,65 N 36,85. 
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Kin Unterschied im Verhalten gegeniiber Xanthin konnte 


nicht festgestellt werden. 


Natiirlich besteht die Méglichkeit, daB das komplexe Purin 
der Amerikaner bei diesem Verfahren veriindert worden ist. 
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»,Leberpterin*‘ (Rohmaterial), 5 y tagl., bei Tyrosin, 1°/, Suspension, 0,1 mg, tig. 
Ziegenmilchanimie. injiziert bei Ziegenmilchanimie. 
(Ery = Erythrocyten, Hb = Haimoglobin, V = Versuchs-, K = Kontrolltier.) 
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Fig. 8. Fig. 9. 
Lactoflavin, 10 y tigl., bei Ziegenmilchanimie. 
(Ery = Erythrocyten, Hb = Himoglobin, 


nach einmaliger subcutaner Injektion 
V = Versuchs-, K = Kontrolltier.) 


von 150 »y Leukopterin. 


andere vorsichtigere Reinigungsverfahren fiihrten schlieBlich zu 
dem gleichen Ergebnis. Ob die Verunreinigung in dem Material 
der Amerikaner ein Stoff der Pteringruppe ist, vermégen wir noch 
nicht anzugeben, erscheint aber durchaus méglich. 

Dagegen kénnen wir die Wirksamkeit des 1-Tyrosins, das 
Subbarow und Jacobson als Bestandteil von Leberextrakten 
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erkannt haben, auch in den von uns angewendeten Tiertesten 
bestatigen (Fig. 7). 100 y Tyrosin pro Tag und Tier brachten 
eine starke Erythrozytenvermehrung bei diitanimischen jungen 
Ratten hervor. Im Reticulozytentest war die Wirkung etwa der 
der Pterine entsprechend. 

Vor einigen Monaten haben die gleichen amerikanischen Ver- 
fasser iiber die Gewinnung einer Fraktion I aus Leberextrakten 
berichtet*), der eine primire Antiperniciosa-Wirkung zukommen 
soll. Ob es sich dabei um den dritten Faktor handelt, das so- 
genannte Polypeptid, geht leider aus den Angaben der Verfasser 
nicht mit Deutlichkeit hervor. Wir haben auch dieses Material 
nach den Angaben von Subbarow, Jacobson und Prochow- 
nick hergestellt und in unseren Tiertesten gepriift. Wir haben 
es als nicht wirksam befunden. Das beweist natiirlich noch nicht, 
daB ihm beim Menschen keine Wirksamkeit zukommt, die Priifung 
dieses Materials bei der menschlichen Perniciosa soll nachgeholt 
werden. Die von uns erhaltene Substanz stimmte in allen Higen- 
schaften mit den Angaben iiberein, die von ihr von Subbarow 
und Mitarbeitern gemacht worden sind, so daB wir vermuten, 
daB es sich um das gleiche Material handelt. 

Wir haben ferner in unseren Tiertesten auch Lactoflavin 
(Vitamin B 2) gepriift, von dem wir eine Probe synthetischen 
Materials von Prof. Kuhn*) erhielten. Die Priifung des Lacto- 
flavins auf eine mégliche antianimische Wirkung war deswegen 
von besonderem Interesse, da es wie Xanthopterin und Tyrosin 
in der Leber und daraus gewonnenen Extrakten zu finden ist. 
Weiter ist von ihm des 6fteren behauptet worden, daf ihm eine 
Rolle bei der Heilung verschiedener Formen von Animie zu- 
komme, ohne daB sich bisher eine Bestitigung dafiir hitte er- 
bringen lassen. Wir haben mit ihm keine besondere Wirkung 
in unseren Tiertesten feststellen kénnen. Es trat zwar in einigen 
Fiillen eine Verzégerung des Abfalls der Erythrozytenwerte ein 
(Fig. 8), aber eine dauernde Heilung konnte mit ihm nicht er- 
zielt werden. Im Reticulozytentest war nach 6 Tagen noch keine 
Anderung der Reticulozytenwerte zu beobachten. 

Wie weit Xanthopterin und Tyrosin fiir die Heilung mensch- 
licher Perniciosafille wichtig sind, vermégen wir noch nicht an- 
zugeben, doch glauben wir im Gegensatz zu der Feststellung 
von Subbarow und Jacobson, da ihre Bedeutung wohl mehr 


*) Wir méchten auch an dieser Stelle Herrn Prof. Kuhn vielmals fiir 
das uns zur Verfiigung gestellte synthetische Lactoflavin danken. 
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in der Beeinflussung anderer Animieformen zu suchen sein wird. 
Bei dem eigentlichen Antiperniciosa-Faktor handelt es sich wohl, 
nach allem, was wir heute wissen, um ein Polypeptid. Ob der 
dritte Faktor der Amerikaner dieser Stoff ist, muB abgewartet 
werden. Immerhin halten wie es fiir durchaus méglich, daB dem 
Xanthopterin und verwandten Stoffen, wie dem Tyrosin, ein unter- 
stiitzender EinfluB auf die Blutregeneration, auch bei der mensch- 
lichen Perniciosa, zukommt. 


Zusammenfassung. 
Es wurden Xanthopterin, Erythropterin, Leukopterin und 


Guanopterin im Milchanimietest und im Reticulozytentest auf 


ihre die Zahl der Erythrozyten bzw. Reticulozyten steigernde 
Wirkung untersucht und als wirksam befunden. Ebenso konnte die 
Wirksamkeit des Tyrosins in beiden Tiertesten festgestellt werden. 

Das von Subbarow, Jacobson und Fiske beschriebene 
komplexe Purin aus Leber wurde hergestellt und auf seine Wirk- 
samkeit in den beiden Tiertesten gepriift. Seine Wirksamkeit 
konnte bestitigt werden. Die EHinheitlichkeit des Materials der 
amerikanischen Verfasser wird bezweifelt und die Hauptmenge 
des Materials als Xanthin erkannt. Die Wirksamkeit des Roh- 
produktes wird auf eine Verunreinigung unbekannter Art zuriick- 
gefihrt. Die Fraktion I aus Leber der gleichen Autoren wird im 
Milchanimietest und im Reticulozytentest als nicht wirksam er- 
kannt, ebenso konnte mit Lactoflavin kein Ergebnis erzielt werden. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fir die 
Uberlassung eines Sachkredites an den einen von uns (Tschesche), ferner 
der Degewop, Gesellschaft wissenschaftlicher Organpriparate A.-G. Spandau, 
insbesondere Herrn Dr. Kuhlmey und Herrn Dr. Dorfmiiller fiir ihre 
mannigfache Unterstiitzung. 
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Studien iiber den intermediaren Stoffwechsel des Tryptophans. 
Von 
Y. Kotake. 


Mit 2 Figuren im Text. 
(Aus dem Biochem. Institut d. Medizin. Fakultat d. Kaiserl. Universitat zu Osaka.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Mai 1937.) 


XXVII*), Uber die Konfigurationsinderung des d-Tryptophans 
im Tierkorper. 
Von 
Y. Kotake und S. Goté. 
(Unter Mitwirkung von T. Hamada, K. Tanaka und Y. Kotake jr.) 


Bei manchen Aminosiuren wird im Tierkérper nicht nur ihre 
natiirliche 1-Form, sondern auch ihre unnatiirliche d-Form aus- 
genutzt, wihrend bei anderen ausschlieBlich die 1-Form benutzt 
wird. d-Tryptophan!~?), d-Histidin*) und wahrscheinlich auch 
d-Methionin*) gehéren zur ersteren Reihe und haben bei der Er- 
nihrung ebensogut oder fast ebensogut wie ihre !-Form die so- 
genannte Sonderwirkung. d,l-Cystin®) und d,l-Lysin®) wirken da- 
gegen so viel schwiicher wie ihre l-Form, dai d-Cystin und d-Lysin 
als wirkungslos betrachtet werden diirfen. 

Es liegt der Gedanke nahe, daB in den ersteren Fallen die 
Aminosduren im Organismus irgendwo in ihrer Konfiguration ge- 
‘indert und dann in ihren natiirlichen Formen benutzt werden. 
Diesbeziigliche Untersuchungen sind jedoch bisher nicht bekannt 
auBer einer neueren Arbeit von Conrad und Berg’), in welcher 
iiber die Inversion des d-Histidins in |-Histidin berichtet wurde. 
Mit dieser Frage beziiglich des Tryptophans haben wir uns seit 
2 Jahren beschiftigt. Wir haben deshalb besonderes Gewicht 
darauf gelegt, zu wissen, ob sich hierbei verschiedene Tiere ver- 
schieden verhalten, weil d-Tryptophan, wie friiher beschriebenS—"°), 
nur bei Ratten, nicht bei Miusen 1-Tryptophan ersetzen kann. 





*) XXV. u. XXVI. Mitt. werden in ,,The Journ. of Biochem.“ publiziert. 
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Wir brauchten dazu zunichst eine Methode, mit der sich in einem 
Gemisch der Tryptophan-isomeren nur die 1-Form quantitatiy 
bestimmen la8t. Hierzu diente die Entdeckung von Woods"), die 
auch in unserem Laboratorium von Majima?’) bestiitigt und bei 
der Darstellung des d-Tryptophans benutzt wurde. Nach ihnen 
ist ein Stamm Coli befihigt, ausschlieBlich 1-Tryptophan bis zu 
Indol quantitativ oder fast quantitativ zu spalten, wahrend hierbei 
seine d-Form gar nicht angegriffen wird. 

Das gebildete Indol bestimmten wir colorimetrisch durch 
eine Farbenreaktion mit p-Dimethylamino-benzaldehyd am 
Pulfrichschen Stufenphotometer. 


Mit dieser Methode wurde nun die Umwandlung des d-Trypto- 
phans in die |-Form in verschiedenen Organen — bei Verwendung 
von Schnitten — untersucht. Sie geht bei den meisten Tieren in 
der Leber und Niere, insbesondere in der letzteren sehr lebhaft 
vor sich und interessanterweise in gleichen Organen bei Ratten stets 
viel stiirker als bei Miausen, also entsprechend den Ergebnissen 
der Ernihrungsversuche von Kotake, Ichihara und Nakata"). 


Vor etwa 15 Jahren hat Hirazawa 14) — spiter Tatsuiu. a. — 
in unserem Laboratorium gefunden, daf Tryptophan, besonders 
wenn es injiziert wird, die Erholung einer experimentell erzeugten 
Animie stark beschleunigt, was spiter von Fontés und Thivolle) 
unabhiingig von uns bestitigt wurde. Neulich wurde dieses Thema 
wieder von Hamada?) beziiglich der Tryptophanmenge aut- 
genommen. Durch seine Untersuchungen wurde klar, daf Ratten 
sowie Miuse bei einer tryptophanarmen Diit, wie von den franzé- 
sischen Autoren angegeben, ohne weiteres eine mehr oder weniger 
stark ausgepriigte Animie bekommen, welche durch die Einfiihrung 
einer kleinen Menge Tryptophan schnell beseitigt wird. Auffilliger- 
weise wirkt eine zu groBe Menge Tryptophan nicht nur nicht, 
sondern hemmt sogar oft. 


Wir haben diese Untersuchung auf d-Tryptophan erweitert. 
Besonders gingen wir hierbei der Frage nach, ob d-Tryptophan 
sich hier ebenfalls gegen Ratten und Miuse verschieden verhilt. 
Wie erwartet, besserte d-Tryptophan die Rattenanimie ebensogut 
wie l-Tryptophan, wihrend es bei Miusen versagte. Der EinfluS 
des d-Tryptophans auf die Reticulocytenzahl des Blutes war der 
gleiche, so daB er nur bei Ratten — nicht bei Maiusen — zum 
Vorschein kam. Es ist auch bemerkenswert, daB Miuse bei der 
Kinfiihrung des d-Tryptophans in viel reichlicherer Menge im Ver- 
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em ; gleich zu Ratten eine itherlésliche Ketosiure — vermutlich Indol- 
tiv  brenztraubensiure — im Harn ausschieden. 

die & Auf Grund der erwihnten Befunde diirften wir mit Recht 
bei & behaupten, daB d-Tryptophan im Tierkérper in die 1-Form um- 
1en [F  gewandelt wird. Dieser Vorgang, die ,,Stereo-naturalisation“, scheint 
zu — also bei verschiedenen Aminosiiuren und Tierarten verschieden 
bei — Jeicht stattzufinden. Tryptophan z. B. wird von Ratten lebhaft, 


von Miusen des 6fteren nur andeutungsweise ,,naturalisiert“. 

7 Die Synthese von Aminosiuren aus Ketosiiuren im Tierkérper 
um — ist seit Knoop") bekannt. DaB die Stereonaturalisation der Amino- 
'  giuren auch itiber Ketosiuren erfolgt, ist sehr wahrscheinlich. 
Dafiir spricht schon die ’atsache, daB sie in der Niere und Leber, 











to- ; mir “hgh 
aa die von Krebs}*) als Desaminierungsorgane der Aminosiiuren er- 
- kannt wurden, deutlich nachgewiesen wird. Jedenfalls wurde be- 
in : 
af wiesen, da Indolbrenztraubensiure in der Rattenniere ebensogut 
“" wie d-Tryptophan in 1-Tryptophan umgewandelt wird, wihrend 
" auch dies in der Miuseniere viel schwicher stattfindet. 
). & I. Methodik der 1-Tryptophanbestimmung. 
-_ Gewoéhnliche Colibakterien sind befaihigt, unter bestimmten 
rs — Bedingungen, wie erwihnt, ausschlieBlich 1-Tryptophan unter 
oe 24 72395 
15) ff 
1a a 
f 20 3 ‘ 
i / 
n fF J ! 
" Sf 
- . iP ae 
or = yah 1439 
5 f 
2 -* i 
= yo Jn 
t. bs | 7, 0.958 
= 08} ff ' 
t 06+ = 
| O49 
. <a 
t. o2k f 0.2395 
F 0./298 
it V/ J , ; , 
B O O0/ 092 Qo3 0.04 0.05 
r Indol (mg) 
n - Fig. 1. ' 
r Bildung von Indol zu spalten, und dieser Vorgang verliuft im 


groBen und ganzen quantitativ, so daB 1-Tryptophan durch die 
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Bestimmung des dabei gebildeten Indols bestimmt werden kann. 
Die Indolbestimmung erfolgte durch die Farbenreaktion mit 
p-Dimethylaminobenzaldehyd. Daf die hierbei auftretende Farbung 
in einem bestimmten Konzentrationsbereich des Indols zu seiner 
Menge exakt proportional erscheint, wurde bestitigt (Fig. 1), und 
zwar wurde die Farbenintensitit im Stufenphotometer ermittelt. 


Zunichst haben wir durch Benutzung eines Stammes Coli die Brauch- 
barkeit der obigen Bestimmung gepriift, wobei 0,0583—0,0058 mg 1-Trypto- 
phan ([a]p = — 32,3°) verwendet wurden (vgl. unten). Nach Tab. 1 gibt 
diese Methode keine allzu idealen Resultate, was vielleicht dadurch be- 
dingt wird, da8 fiir die Indolbildung aus 1-Tryptophan nicht geniigend 
Sauerstoff vorhanden ist. Ein starker Sauerstoffstrom wiirde jedoch auch 
das gebildete und leicht fliichtige Indol mit fortnehmen. Aber die Werte 
sind wenigstens sehr zuverlissig, insbesondere bei Verwendung von etwa 
0,05—0,02 mg 1-Tryptophanmenge, wenn sie in diesem Bereich etwas 
niedrig waren. 








Tabelle 1. 
Verwendete Gefundene Gefundene Gefunden 
Tryptophanmenge Indolmenge 1-Tryptophanmenge 

mg mg mg “lo 
0,0583 0,0250 0,0435 74,6%) 
0,0238 0,0100 0,0174 74,7 
0,0116 0,0056 0,0097 84,0 
0,0058 — 0,0083 0,0057 98,3 











*) Mittels eines Stammes Coli fand Majima durchschnittlich 85°/). 


A. Erforderliche Reagentien. 1. Ehrlichsches Aldehydreagens: 
4g p-Dimethylaminobenzaldehyd + 380 cem absoluter Alkohol + 80 cem kon- 
zentrierte Salzsdure. 2. Petroleumither. 3. 20°/, Trichloressigsiure. 4. Coli- 
suspension: Ein indolpositiver Stamm B. coli communis wird auf einem neu- 
tralen Agar-Agar-Boden 18—24 Stunden lang kultiviert. Die abgekratzten 
Kulturen werden mit sterilisierter Ringerlésung gewaschen und durch ein 
desinfiziertes Tuch filtriert, um sie von Agar-Agar-Resten zu befreien, das 
Filtrat wird stark zentrifugiert und die Bakterien wiederholt mit sterilisierter 
Ringerlésung so lange auf der Zentrifuge gewaschen, bis die Fliissigkeit 
keine Indolreaktion mehr gibt. Von den auf solche Weise erhaltenen Bak- 
terien wird schlieBlich eine Suspension gemacht, die 20—30 mg Bakterien 
(trocken gewogen) in 1 ccm enthilt. 


B. Ausfiihrung: 10 ccm einer eine bestimmte Menge 1-Tryptophan 
enthaltenen Lisung werden in einem Erlenmeyer-Kolben von 100 cem 
mit 15—18 cem Phosphatpufferlésung py = 8 und 1 cem der Colisuspension 
und unter Wattepropfen (oder unter Durchliiftung) bei 38°C aufbewahrt. 
Nach 18—24 Stunden wird der Inhalt mit 3 ccm 20°/,iger Trichloressig- 
siiure versetzt und energisch zentrifugiert. Die obenstehende Fliissigkeit 
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1n. [| wird von den Bakterien getrennt (die geringe Menge Bakterienbodensatz 
rit wird ohne weiteres entfernt). 
nc Die Flissigkeit wird 2mal mit 20 ccm Petrolither geschiittelt, die 
ha Atherausziige werden vereinigt, mit wenig Wasser gewaschen, mit 5 ccm 
| 1 Aldehydreagens versetzt. Beim Umschiitteln reagiert Indol mit dem Reagens. 
Z Die rote Unterschicht wird abgetrennt und ihre Farbintensitiét im 
It. § Stufenphotometer unter Anwendung des Lichtfilters S53 bestimmt. 
h- 
‘o- El II. Stereonaturalisation des Tryptophans. 
“i Reines d-Tryptophan ({fe]p = + 32,6 °) wird in Phosphatpufferlésung 
“a gelést, 10 ccm Lésung davon wurden mit den nach Warburg bereiteten 
m Organschnitten versetzt und unter leiser Durchliiftung bei 37,5—38° im 
me Thermostat geschiittelt. Nach 2 Stunden wurden 8ccm mit 4 ccm der 
“4 Trichloressigsiiure gefallt, und vor dem Filtrieren '/, Stunde in Zimmer- 
- temperatur stehengelassen. 10 ccm Filtrat wurden in einem Kolben mit 
AS ° : ° ° 
Phosphatpuffer auf py = 8 eingestellt, mit den Colibakterien versetzt und 
im Thermostat der Indolbildung unterworfen. 
> Tabelle 2. 
d-Tryptophan [1 mg Substanz in 10 ccm Phosphatpufferlésung 
Pu = 7,18 *)]. 
V h 7 Gewebe Gebildetes | Gefundenes 
— Tierart (Trockengewicht) Indol 1-Tryptophan 
Nr. mg mg mg 
I Ratte Niere (62,1) 0,033 0,058 
“ Leber (53,0) 0,010 0,017 
II ‘s Niere (62,3) 0,032 0,055 
» (60,6) 0,030 0,052 
‘ Leber (58,6) 0,007 0,012 
Ill Maus Niere (69,0) 0,017 0,030 
" Leber (49,0) 0,002 0,003 
’ » (48,0) Spur Spur 














Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, liBt sich die Bildung 


des 1-Tryptophans aus d-Tryptophan in der Niere und Leber, 
besonders deutlich in der letzteren beweisen, wobei sie sich im 
allgemeinen bei Ratten im Vergleich zu Mausen viel deutlicher 
zeigt. Sicherheitshalber haben wir von neuem die Versuche ver- | i 
gleichend ausgefiihrt, deren Resultate in der folgenden Tabelle | 
zusammengestellt sind: 









*) Es wurde auch bei pg = 7,4 untersucht; hierbei zeigte sich aber 
fast gar keine Abweichung. 
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Tabelle 3. 
d-Tryptophan (1 mg Substanz in 10 ccm Phosphatpufferlésung py = 7,18). 











a Gewebe Gebildetes | Gefundenes 
a Tierart (Trockengewicht) Indol 1-Tryptophan 
Pind ees _ mg mg mg 
I Ratte Niere (19,7) 0,010 0,018 
. Leber (14,9) 0,00 0,00 
Maus Niere (21,9) 0,005 0,009 
- Leber (17,0) 0,00 0,00 
II Ratte Niere (29,1) 0,011 0,020 
Maus » (28,7) 0,002 0,004 
Il Ratte Niere (27,8) 0,013 0,022 
“ Leber (26,1) 0,00 0,00 
Maus Niere (29,3) 0,00 0,00 
« Leber (23,6) 0,00 0,00 














III. 1-Tryptophan aus Indolbrenztraubensaure. 


Indolbrenztraubensiiure, die aus Indolaldehyd und Hippursiiure iiber 
das Azlacton synthetisiert war"), wurde in Phosphatpufferlésung mit Organ- 
schnitten im Thermostat unter Durchliiftung digeriert. Nach 2 Stunden 
wurde die Lésung der Colibakterieneinwirkung unterworfen und das ge- 
bildete Indol wie oben bestimmt. 

Als Kontrolle wurde Indolbrenztraubensiiure derselben Konzentration 
sofort mit Bakterien zersetzt. Wir konnten jedoch hierbei keine nennens- 
werte Indolbildung nachweisen, so daB die im Versuch gefundene Indol- 
bildung aus dem neugebildeten 1-Tryptophan stammen mub. 


Tabelle 4. 


Indolbrenztraubensiure (0,5 mg Substanz in 10 cem Phosphatpufferlésung 














Pa = 7,18). 

einen. | Gewebe Gebildetes | Gefundenes 
— , Tierart (Trockengewicht) Indol 1-Tryptophan 

Nr. m | mg |_ mg 

I Ratte Niere (64,5) 0,018 0.031 

- Leber (46,7) Spur Spur 

II = Niere (67,0) 0,017 0,030 

i Leber (65,0) 0,005 0,009 

III Maus Niere (69,0) 0,010 0,017 

‘ (39,0) 0,009 0,016 














IV. l-Tryptophan aus 1(-+ )-Indolmilchsaure. 


Die Umwandlung der Indolmilchsiure in 1-Tryptophan in den 
Organen wurde gelegentlich gepriift, in der Absicht, dadurch in 
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' bezug auf ihre Konfiguration einen weiteren Beitrag zu liefern. 
). [EF Da aber 1(+)-Indolmilchsiiure nach Majima als solche schon 
- ein Indolbildner ist, muBten wir hierbei vor dem Einwirken- 
lassen der Colibakterien die unverindert iibrig gebliebene Indol- 
milchsiure durch Ather beseitigen. 


~ i | 


Tabelle 5. 


Rattenversuche mit 1(+)- und d(—)-Indolmilchsiure. 


(1 mg Substanz in 10 cem Phosphatpufferlésung py = 7,18). 





Verwendete Gewebe Gebildetes Gefundenes 

















' ew Indol- (Trockengewicht) Indol 1-Tryptophan 
Nr. milchséure m mg mg 
I (+) Niere (64,3) 0,023 0,039 
Leber (44,2) Spur Spur 
II d(—) Niere (57,0) 0,00 0,00 
Leber (46,9) 0,00 0,00 
III 1(+) Niere (59,7) 0,008 0,013 
Leber (48,5) 0,00 0,00 
a 0,00 0,00 
d(—) Niere (59,8) 0,00 0,00 
Leber (52,0) 0,00 0,00 
: 0,00 0,00 














Dab d(—)-Indolmilchsiure nicht imstande war, in Organ- 
schnitten in 1-Tryptophan iiberzugehen, ist von besonderem Inter- 
esse. Hierdurch wird nicht nur die friiher publizierte Beob- 
achtung?°), daB d(—)-Indolmilchsiure im Gegensatz zu 1(+)- 
Indolmilchsiiure bei der Ernihrung nicht mehr Tryptophan zu 
ersetzen vermag, grundsitzlich erklirt, sondern es ist auch 
dadurch die Annahme, daB im Organismus des 6fteren nur eine \ 
die natiirliche Konfiguration besitzende Alkoholsiure in die 
entsprechende Ketosiiure iibergefiihrt wird, auf sicheren Grund 
cestellt. 


V. Vergleichende Untersuchung einiger Tierarten. 


VergleichsmaBig haben wir die Organschnitte aus einigen 
Tierarten — spiiter sollen solche Versuche noch umfangreicher 
durchgefiihrt werden — unter ganz denselben Bedingungen auf 
d-Tryptophan einwirken lassen; und zwar wurde von der Niere 
des Hundes, der Katze, des Kaninchens und des Meerschweinchens 
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nur das Rindengewebe gepriift. Eine Konfigurationsinderung des 
Tryptophans im Markgewebe war nicht nachweisbar. un 


















































Tabelle 6. 
d-Tryptophan 10 ccm 10 mg-?/,, Schnitte 0,5 g, py = 7,18, , 
Durchliiftung 3 Stunden. 7: = 
en stt 
Niere Leber Darmwand Herz ° 
a om alae re 
ee 0,110 0,018 Nicht sicher 
0,083 Spur bestimmbar -- 
0,083 0,015 _ 
eee 0,052 0,004 desgl. _ die 
0,052 0,005 is 
Meerschweinchen 0,055 0,010 desgl. 0,00 : 
0,065 Spur tes _ pu 
ae 0,072 =| 0,016 desgl. — d. 
I 5 del 0,042 0,005 desgl. — ex 
Kaninchen .. . 0,019 Spur desgl. 0,00 
0,020 Spur - . 
a ae 0,096 — desgl. 0,020 gist 
0,124 0,024 — F na 
0,089 0,022 0,005 | “ 
a ee 0,013 Spur desgl. -- , 
0,015 0,006 Spur 
se 
ee . ‘ . Be 
Ubrigens haben wir denselben Versuch an Ratten- und Miuse- laa 
nieren bei Verwendung von Organbrei*) ausgefiihrt, wobei gefunden § 0; 
wurde, da die Konfigurationsinderung sich viel stirker als inden FF ww 
Organschnitten zeigte, wie aus folgender Tabelle ersichtlich ist. ” 
fell 
Tabelle 7. F be 
d-Tryptophan 10 cem 10 mg-°/,, py = 7,18, Durchliiftung 2 Stunden. 
; —-. Menge Sey: Gebildetes 
(frisch gewogen) 1-Tryptophan 
4 mg su 
= —e cere — SS a } ii 
Rattenniere..... _ Organbrei 0,5 0,086 ‘ 
Organschnitte 0,5 0,047 Au 
Miauseniere. ...... Organbrei 0,5 0,027 Di 
Organschnitte 0,5 0,013 
*) Hierbei erschien bei der Kontrolle eine geringe Menge 1-Tryptophan, “i 
ve 


die yom Versuchswert abgezogen wurde. 
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des Wir haben auch den EinfluB der Digestionszeit bestimmt, 
und zwar mit dem Resultate, daf die Menge des 1-Tryptophans 
mit der Zeit zunimmt. 


Tabelle 8. 





Rattennierenschnitte (d-Tryptophan 10 cem 10 mg-°/,, py, = 7,18). 
— PO sew ee | 1 | 2 | 3 | 4 | i) 


Gebildetes l-Tryptophan (mg) 0,151 





0,034 | 0,078 





0,110 | 0,138 





Ferner haben wir bei der Digestion statt Luft Sauerstoff durchgeleitet: 
die Resultate zeigten jedoch keine nennenswerte Abweichung. 

Andere Versuche, die mit dem Organextrakt durch Phosphat- 
pufferlésung ausgefiihrt wurden, gaben stets negative Resultate; 
d.h. die Konfigurationsinderung des Tryptophans war im Organ- 
extrakt nicht mehr nachweisbar. 

Interessanterweise zeigte sich, wie aus der ab. 6 ersichtlich 
ist, bei Tauben in’ den Herzschnitten zweifellos eine Stereo- 
naturalisationsfihigkeit, wiihrend dies bei den anderen Tierarten 
niemals der Fall war. 

Wir haben wiederholt in ein und demselben Organ in den 
Schnitten den oben geschilderten Versuch unter den gleichen 
Bedingungen ausgefiihrt, wobei die Resultate, wenn auch die ge- ’ 


: fundenen Werte im allgemeinen niedrig waren, in demselben | 
; Organ besonders in der Niere miteinander gut iibereinstimmten. 
im Wir glauben also, daB man vielleicht durch die in der Tab. 6 
- zusammengestellten Resultate die Stereonaturalisationsfihigkeit 
einer Tierart beziiglich des Tryptophans mit gewisser Sicherheit | 
beurteilen kann. 
' 
- § VI. Antianamische Versuche mit d-Tryptophan. 


A. Untersuchung des Hiimoglobingehaltes. Als Ver- 
suchstiere dienten Kaninchen von etwa 2 kg, Ratten von 60 
bis 100 g und Miiuse von etwa 20 g Ké6rpergewicht. Die Futter- 
zubereitung, Blutentnahme, Blutuntersuchung und Ehrlichsche 
Diazoreaktion des Harns, wurden wie friiher erwihnt, ausgefiihrt. 

Vor etwa 10 Jahren hatte Takemura?”') in unserem Labora- 
torium die Animie beseitigende Wirkung des d,1- und l-‘Tryptophans 
vergleichend untersucht. Damals ergab sich: 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVIII. 
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Tabelle 9. 


- 


‘Zur Wiederherstellunz 
Versuchsart des Hb-Gehaltes 
erforderliche Tage 








Kontrolle (ohne Behandlung) 7 _ 19 
Versuch mit 1-Tryptophan (25 mg pro Ta ag) .. 11 
Versuch mit d,l-Tryptophan (25 mg pro T: ag). 13 


Wie ersichtlich, wirkt d,l-Tryptophan gegen die Animie des 
Kaninchens wenigstens nicht in dem gleichen Mafe wie l-‘T'ryptophan. 
Da wir beweisen konnten, daB d-Tryptophan im Organismus je 
nach der Tierart in verschiedenem Umfang in 1-Tryptophan um- 
sewandelt wird, haben wir uns dafiir interessiert, zu untersuchen, 


ob d-Tryptophan sich auch bei der Animie — natiirlich unter 
der Voraussetzung, daB auch hierbei |-Tryptophan in Wirkung 
tritt — gegen verschiedene Tierarten insbesondere Ratten und 


Miiuse unterschiedlich verhilt. Unsere Ergebnisse zeigen die 
folgenden 3 Tabellen (10—12). 


1. Versuche an Kaninchen. 


Tabelle 10. 





Koérper- | Erythro- | Himoglo- 


























Datum gewicht | cytenzahl | bingehalt Bemerkungen 
g Millionen i 
A. Ohne Behandlung. 

5. V. 1940 7,27 96 Vor dem Versuch 

21. \ 1990 7,16 97 Phenylhydrazinchlorhy drat 
eingespritzt 

25. V. 1850 2,14 27 Hoéchste Animie eingetreten 

14. VI. 2060 7,16 93 Ungefihr restituiert 

B. d-Tryptophan 10 mg pro Tag. 

16. V. 2170 6,72 91 Vor dem Versuch 

ef 2200 6,67 90 Phenylhydrazinchlorhydrat 
eingespritzt 

25. V. 2170 1,38 21 Héchste Aniimie 

15. VI. 2250 6,77 88 Beinahe restituiert 

C. d-Tryptophan 50 mg pro Tag. 

16. V. 1950 7,30 94 Vor dem Versuch 

Si. ¥. 1990 6,91 92 Phenylhydrazinchlorhydrat 
eingespritzt 

25. V. 1970 2,03 33 Hoéchste Animie 

16. VI. 6,70 86 Noch nicht restituiert 
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2. Versuche an Ratten. 
Tabelle 11. 












































Ing 
Ver- | K6rper-]| Hb- 
e suchs- | gewicht | Gehalt Ernihrungsweise Bemerkungen 
Nr. £ “lo 
A. 1|-Tryptophanfrei ernihrte Ratte. 
0 57 91 0,05 °/, d-Tryptophan-Futter 
) 56 98 desgl. 
™ 10 59 101 desg. 
5 58 ~~ desg!. 
Ul 20 58 101 desg}. 
Je B. 1-Tryptophanfrei ernihrte Ratte. 
n- 0 49 92 0,3 °/, d-Tryptophan-Futter 
D 5 52 — desgl. | Diazoreaktion: 
10 58 96 desgl. positiv 
Cl 15 60 96 desgl. | Diazoreaktion: 
ig 20 64 101 desgl. | schw. positiv 
id s§ C. 1-Tryptophanfrei ernibrte Ratte. 
1e 0 71 92 Tryptophanfreie Fiitterung 
5 66 88 desgl. 
10 63 83 desgl. 
15 60 77 d-Tryptophan (0,2 °/,) zugesetzt 
17 65 81 desgl. 
20 69 86 desgl. 
25 75 90 desgl. 
3. Versuche an Miiusen. 
Tabelle 12. 
Versuchs- | Kérpergew. Hb-Gehalt ae on 
Nr. g le 
A. |-Tryptophanfrei erniihrte Maus. 
, 0) 25 103 0,05 °/, d-Tryptophan-Futter 
5 23 --- desgl. 
10 21 — desgl. 
15 19 96 desgl. 
20 18 89 desgl. 
25 17 84 desgl. 
30 16 65 Aniimie eingetreten 
B. 1-Tryptophanfrei erniihrte Maus. 
0 20 102 Tryptophanfreie Fiitterung 
5 17 97 desgl. 
) 15 93 desgl. 
1 14 86 desgl. 
q 13 82 0,2°/, d-Tryptophan zugesetzt 
2 13 76 desgl. 
25 13 71 Schwache Animie eingetreten 














4* 
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Aus den ‘Tabellen ist ersichtlich, daB d-Tryptophan a 
Kaninchen und Miausen die Aniimie gar nicht bessert und in 


gréBerer Menge sogar ungiinstig wirkt. 


holt bestiitigen. 


Tabelle 13. 


DaB d-Tryptophan bei 
Ratten dagegen sowohl bei normalen als auch bei animischen 
Zustiinden ebensogut wie 1-Tryptophan wirkt, konnten wir wieder- 























Ratte. 
Koérper- | Erythro- | Reticulo- 
Datum gewicht | cytenzahl | cytenzahl Bemerkungen 
g Millionen ag Fm 
i, 0. TX. 67 8,21 25 Gewohnliche Kost 
 ¢ - Tryptophanfreie Kost 
15. X. 60 6,77 5 desgl. 
ia. — = 
te. X. 56 6,87 119 | 0 
> i oo oo bee oe iid 
2. XI. 73 7,70 59 | ge 
14. XI. 84 8,10 29 
II, 11. XI. 100 8,32 21 Gewohnliche Kost 
28. XI. 84 7,18 24 Tryptophanfreie Kost 
30. XI. 85 6,81 34 
2. XII 86 7,36 91 _d-Tryptophan (0,1 °/,) 
7. XII 84 7,56 35 | zugesetzt 
14. XII 89 8,29 22 
Tabelle 14. 
Maus. 
K6rper- Reticulo- 
Datum gewicht cytenzahl Bemerkungen 
I, 11. XII. 23 21 Gewohnliche Kost 
18. XII. 19 13 Tryptophanfreie Kost 
21. XII. 19 45 | 
23. XIT. 19 64 1-Tryptophan (0,1 °),) 
26. XII 20 43 zugesetzt 
4, J 20 25 
II. 10. XI. 24 23 Gewohnliche Kost 
11. XI. ~~ - Tryptophanfreie Kost 
16. XI. 20 16 desgl. 
19. XI. 19 10 | 
21. XI. 18 19 d-Tryptophan (0,1 ° ,) 
24. XI. 18 12 { zugesetzt 
27. XI. 16 25 j 
29. XI. Gestorben 














SUC 











suchungen ist auBer Zweifel gestellt, dab Ratten im Vergleich zu 
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Tabelle 15. 























Kaninchen. 
Koérper- | Erythro- | Reticulo- 
Datum gewicht | cytenzahl | cytenzahl semerkungen 
kg Millionen "loo 
. 4%. 5. 2,25 7,32 17 Vor der Aniimie 
13. I. 2,20 4,08 990 Aniimie erzeugt 
17. I 2,14 2.52 415 
21.1 2,23 3,48 112 
27. I 2,28 ,88 27 
1. 2,30 6,98 15 Ohne Behandlung 
3. I] 2,31 7,30 13 
6. I 2,31 7,51 
HM. 22. I. 2,05 5,95 22 Vor der Aniimie 
23. I. 2,02 4,84 958 Aniimie erzeugt 
27, I. 1,90 2,10 569 
note - np | 0,2 ¢ I-Tryptophan alle 
l I] 2,03 4,20 1 ) had 9 Tage insvesamt Tmal 
6. I 2,08 8,09 . ‘subcatan ches berry 
8. I 2,04 6,54 21 eae ee 
ii. 22. if. 2,54 6,23 14 Vor der Animie 
23. IT. 2,52 5,72 984 Aniimie erzeugt 
27. EL. 2,40 - 3,06 627 
8, TE. 2,44 3,44 202 | 0,2 ¢ d-Tryptophan alle 
10. ITT. 2,52 5,17 42 2 'Tage, insgesamt 7 mal, 
15. If. 2,57 6,58 15 | subeutan eingespritzt 
18. II. 2,57 6,42 12 


B. Untersuchung der Reticulocytenzahl. Die Reticulo- 
cytenzahl im Blute wird, wie bekannt?*~*4), bei der experimentellen 
Aniimie oft stark vermehrt. 1-Tryptophaneinfihrung treibt bei 
atten und Miusen, die durch Tryptophanmangel aniimisch ge- 
macht sind, ihre erhéhte Reticulocytenzahl noch stirker in die 
Hédhe, um sie dann jedoch bald zur Norm zuriickkehren zu lassen. 
Da wir wissen, dab diese voriibergehende Reticulocytose als Vor- 
zeichen der Wirkung des Tryptophans gegen die Aniimie betrachtet 
wird, haben wir es unternommen, diesmal mit l- und d-Tryptophan 
insbesondere bei Ratten und Miusen die betreffende Wirkung 
vergleichend zu untersuchen (vgl. Tab. 13, 14 und 15). 

Man kann also annehmen, daf die Tryptophanwirkung auf 
die Reticulocytenzahl ausschlieBlich dem 1-Tryptophan zukommt 
i-Tryptophan hat dementsprechend bei Kaninchen und Miusen 
fast gar keine Wirkung. 


VII. Ketosdureausscheidung bei Tryptophaneinfihrung. 
Durch die LErnihrungsversuche und Umwandlungsunter- 
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Miusen befihigt sind, im Organismus d-Tryptophan besser aus- 
zunutzen. DaB d-Tryptophan hierbei iiber Indolbrenztraubensiiur 
in |-T'ryptophan umgewandelt wird, ist insbesondere durch dic 
Untersuchungen in den Organschnitten mit der genannten Keto- 
siure festgestellt. Die sich hierbei abspielenden Vorgiinge hat man 
sich in zwei gesonderten Phasen, der Uberfithrung des d-Trypto- 
phans in Indolbrenztraubensiiure und der Synthese des 1-Trypto- 
phans aus der genannten Ketosiiure, zu denken. Welche Phase 
den Unterschied zwischen Ratten und Miiusen in der d-Trypto- 
phanausnutzung bedingt, kann man nicht ohne weiteres iibersehen. 
Untersuchungen des Harns hierzu kénnen einen wichtigen Beitrag 
liefern. 

Daf Indolbrenztraubensiiure bei Fiitterung von Tryptophan 
besonders seiner d-Komponente in einer kleinen Menge im Harn 
ausgeschieden wird, wurde von Ichihara, Nakanishiund Obara”®? 
mitgeteilt. Indolbrenztraubensiure im Harn wurde dabei durch: 
den sogen. Jodsiiure-Ketowert?*) bestimmt. Da’ die genannte 
Ketosiiure einen hohen Jodsiiure—Ketowert zeigt, kann man aus 
der folgenden Tabelle ersehen, was aus den Untersuchungen von 
Nakanishi*‘) hervorgeht. 


Tabelle 16. 





Indolbrenz- | 
traubensiiure |} 0,4 0,32 0,24. 0,20 10,16 0,12 0,08 0,04 0,0016 0,0008 0,0004 
in mg 
Lavaca | 1,120 — 0,418)/0,290 0,182 0,117 — 0,02 (0,012 0,007 
Ketowert  |{ steed vi, 





2 Ratten (Kérpergewicht insgesamt 391 g) wurden in einem Drahtkiifig 
und 9 Miuse (Kérpergewicht insgesamt 196 g) in einem anderen Kiifig ge 
halten. Jedes Tier erhielt 0,01, 0,02 und 0,03°/, Tryptophan pro 200 ¢ 
Kérpergewicht an einem Tag auf einmal subcutan, als Kontrolle wurde 
dieselbe Menge 1-Tryptophan gebraucht, der in den niichsten 24 Stunden 
gelassene Harn wurde zur Untersuchung gebracht. Der Ubersichtlichkeit 
halber haben wir die Resultate in der folgenden Fig. 2 dargestellt. 


Wenn man die Kurven niiher betrachtet, kann man ohne 
besonderen Zwang annehmen, dai der Rattenorganismus sowohl! 
in bezug auf Bildung der Ketosiiure aus d-Tryptophan als auch 
in bezug auf Synthese des 1-Tryptophans aus der Ketosiure dem 
Miiuseorganismus itiberlegen ist. Wir fanden, daB bei der Ver- 
wendung einer kleinen Menge Tryptophan Miuse im Vergleich zu 
Ratten eine viel gréBere Menge Ketosiiure ausscheiden, wihrend 
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Studien iiber den intermediiiren Stoffwechsel des Tryptophans. 


bei der Verwendung einer gréBeren Menge Tryptophan dagegen 
Ratten etwas mehr Ketosaiure als Miiuse eliminieren. Diese Resul- 
tate kann man am einfachsten in der Art deuten, dab der Miiuse- 
organismus auch bei der Krnihrung mit einer kleinen Menge 





r 
i GRE 


aure Ketowert des 
q 
== 


. Jods 

















Fig. 2. 


Tryptophan die Ketosiiure bildet, sie jedoch wegen der mangel- 
haften Synthese zu 1-'ryptophan leicht in Ausscheidung kommt, 
und da’ bei der Einfiihrung einer gréBeren Menge d-'l'ryptophan 
Ratten, da natiirlich hierbei eine reichliche Menge Ketosiiure im 
Organismus gebildet werden mui, in einer gréBeren Menge, etwas 
mehr als Miiuse, die Ketosiiure ausscheiden. Ferner fanden wir, 
daB Miiuse bei einer reichlichen Verwendung des d-T'ryptophans 
des 6fteren die unveriinderte Aminosiiure im Harn ausscheiden, 
die sich durch ihre Reaktionen leicht erkennen lib. 
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Das Verhalten des Guanidinoglyoxalins im Tierkérper. 
Von 


Max Mohr. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Wiirzburg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Mai 1937.) 


Vor kurzem machte G. Hunter?) die interessante Beobach- 
tung, daB durch Hydrolyse von Guanin mit Salzsiiure unter Druck 
neben Xanthin, Glykocyamin, Guanidin, Glykokoll, Ammoniak, 
Oxalsiiure und Ameisensiiure, eine bisher unbekannte Base ent- 
steht, die er als 4-(oder 5-)Guanidinoglyoxalin erkannte. 

), : NH, 
HN ( HC—NH 
| | >CH 
NH—C—N 
4-(oder 5-) Guanidinoglyoxalin. 

Da es sich hier um eine direkte Vereinigung von Guanidin 
und Glyoxalin (Imidazol) handelt, die beide mancherlei pharma- 
kologische Wirkungen bedingen kénnen, wurde das Verhalten 
dieser Hunterschen Base im Tierkérper niher studiert. 

Die Darstellung gelang nach der angegebenen Vorschrift. 
Zur Isolierung und Reinigung ist vor allem das schwer ldsliche, 
schén krystallisierende Dipikrat verwandt worden. Auch wurde 
das vorher nicht beschriebene Flavianat und Chloraurat der Base 
dargestellt. 

Die Untersuchung des Verhaltens der Substanz im Stoff- 
wechsel stieS wegen ihrer Giftigkeit auf Schwierigkeiten, da nur 
veringe Mengen verabreicht werden konnten. Immerhin lieB sich 
leststellen, daB 33°/, Guanidinoglyoxalin nach subcutaner Injek- 
tion im Harn wieder auftreten. Man mu vermuten, dab ein Teil 
der Substanz im Stofiwechsel verbrannt wird. Kommt doch auch 
Histidin nach subcutaner und oraler Verabreichung weitgehend 
zur Zerstérung’) Um die Widerstandsfihigkeit noch anderer 
‘midazolderivate im Tierkérper zu priifen, wurden auch noch 
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entsprechende Versuche mit Glyoxalin und Carnosin angestelli. 
Hierbei stellte sich heraus, daf Glyoxalin nach Verabreichun: 
von 8,5 g in einer Ausbeute von nur 7,6°/, wieder zu gewinne)) 
war, was auch bei Annahme erheblicher Verluste wihrend dev 
Isolierung doch wieder fiir eine Zerstérung des Imidazolkernes 
im Organismus spricht. Noch auffilliger war die Zerstérung bein 
Carnosin, von dem nach subcutaner Verabreichung von 30 g iiber- 
haupt nichts im Harn wieder zu finden war. Dieser letztere Be- 
fund steht ja auch in Ubereinstimmung mit der Tatsache, dab 
diese Muskelbase niemals im Harn beobachtet wurde. Ferner 
lieB sich eine Methylierung des Glyoxalins, an die zu denken 
war, weil ja im Anserin (N-Methylcarnosin) ein am Glyoxalinkern 
methylierter biologischer K6érper vorliegt, nicht erweisen. An- 
gesichts der Schwerléslichkeit des Methylglyoxalinchloraurates 
wiirde niimlich Methylglyoxalin bei Aufarbeitung des Harnes nach 
Glyoxalinverabreichung der Isolierung wahrscheinlich nicht ent- 
gangen sein. 

Hunter gelang auch die Uberfiihrung des Guanidinoglyoxalins 
in Carbamidoglyoxalin durch Barythydrolyse. Die entsprechende 
Umwandlung von Guanidinderivaten in Ureidoderivate ist auch 
auf bakteriellem Wege mehrfach gelungen*). Kin Versuch, Guani- 
dinoglyoxalin in Carbamidoglyoxalin durch Saprophytenwirkung 
umzuwandeln, fiihrte indessen nicht zum Ziele. 

Da Guanidin und manche seiner Derivate die Blutzucker- 
konzentration senken, wurde das Guanidinoglyoxalin nach dieser 
Richtung gepriift. In der Mehrzahl der Faille ergab sich eine 
leichte Steigerung des Blutzuckergehaltes bei einer Basenmenge 
von 20—60 mg pro Kilo subcutan beim Hunde. 

Der Blutdruck bei der Katze und beim Hunde erfihrt regel- 
miBig eine bald wieder verschwindende Senkung. Angesichts der 
Tatsache, dab die beiden Komponenten der Hunterbase, das 
Guanidin und das Glyoxalin, den Blutdruck jede fiir sich steigern, 
wurde auch das Verhalten iiquimolekularer Mischungen beider 
unter den gleichen Dosierungsverhiiltnissen gepriift, wobei sich 
auch eine iihnliche Blutdrucksenkung wie bei der Hunterschen 
Base selbst ergab. Dieses Verhalten war nicht ohne weiteres zu 
erwarten, weil in der letzteren die beiden Kerne des Guanidino- 
glyoxalins unter Opferung von je einem Wasserstoffatom mitein- 
ander zu einem Molekiil verkniipft sind. 

Bei Uberschreitung einer gewissen Dosis zeigen sich Ver- 
siftungserscheinungen, wie sie ihnlich auch bei anderen Guanidin- 





nac 
die 
ind 
Chl 
des 
he hi 
Dir 
alle 


Sub: 


Pik 
des: 
chle 
hac 
die 

pun 
hel 

Cew 


Sub: 


OH 








Ht, 





Das Verhalten des Guanidinoglyoxalins im Tierkirper. 59 


derivaten auftreten, und die bei noch héheren Dosen zum ‘lode 
fiihren. Die letale Dosis fiir Hund und Maus wurde ermittelt. 

Ob das Guanidinoglyoxalin als Abbauprodukt des Guanins 
vorkommt, bleibt unerwiesen. VO6llig auszuschlieBen ist dies nicht. 
denn das Allantoin entsteht biologisch aus der Harnsiiure unter 
Verlust desselben IKohlenstoffatoms (6) des Purinkernes wie das 
(uanidinoglyoxalin aus dem Guanin. Auch sind siimtliche iibrigen 
oben angefiihrten Abbauprodukte, die man durch Salzsiiurehydro- 
lyse aus Guanin erhilt, bereits biologisch bekannt. 

Die Schwerloéslichkeit des Guanins erschwert seine Resorption 
hei subcutaner und oraler Verabreichung naturgemif sehr. Trotz- 
dem wurde versucht, nach Fiitterung von 5 g Guanin bei einem 
7 kg schweren Hunde im Harn das Auftreten von Guanidino- 
elyoxalin zu ermitteln, jedoch ohne Erfole. 


Experimenteller Teil. 

Darstellung des 4-(oder 5-) Guanidinoglyoxalins. Hierbei wurde 
nach der Vorschrift von Hunter vorgegangen; nur kam jedesmal 
die Base nicht als Chliorid sondern als Dipikrat zur Isolierung, 
indem nach Beseitigung des Xanthins und des Ammoniaks das 
Chlor mit Silbersulfat abgeschieden wurde. Nach Abtrennung 
des iiberschiissigen Silbersulfates folgte eine Fillung mit alko- 
holischer Pikrinsiiure aus kleinem Volumen. Das schwer ldésliche 
Dipikrat war nach dem Umkrystallisieren rein und schmolz bei 
allen Darstellungen bei 210—211° (unkorr.). 

2,263 mg Subst.: 2,705 mg CO,, 0,500 mg H,O. — 6,180, 5,680 mg 
Subst.: 1,441 (16,5°, 731 mm), 1,334 (18°, 728 mm) cem N,,. 

C,H,N,-(C,H,O,N,). Ber. C 32,92 H 2,25 WN 26,42 
Gef.  ,, 32,60 yo Bas », 26,44, 26,39. 

Aus einem ‘l'eil des Pikrates wurde nach Beseitigung der 
Pikrinsiure mit Salzsiure und Ather das Chlorid hergestellt. 
dessen Liésung nach starkem Einengen und Versetzen mit Gold- 
chloridchlorwasserstoftsiiure ein Chloraurat gab. Dieses lieferte 
nach dem Umkrystallisieren aus Salzsiiure glitzernde blittchen, 
die nach dem Trocknen bei 100° zur Analyse kamen. Kin Schmelz- 
punkt oder Zersetzungspunkt war hier nicht zu ermitteln. Noch 
bei 365° zeigte sich kein Aufschiumen des allmihlich tief schwarz 
vewordenen Salzes. 


7,976 mg Subst.: 1,790 mg CO,, 0,860 mg H,O, 3,916 mg Au. — 6,130 mg 
Subst.: 0,494 cem N, (19,5°, 747 mm). — 11,660 mg Subst.: 5,760 mg Au. 
C,H,N;-2(HAuCl,) Ber. C 5,96 H 1,13 Au 48,99 N 8,70 

Gef. ,, 6,12 ej: ee » 49,10, 49,40 ,, 9,24- 
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Fiir die Tierversuche wurde eine abgewogene Menge des ge- 


trockneten Dipikrates mit Ather und Schwefelsiiure in eine gany 
schwach alkalische Lésung des Sulfates verwandelt, dessen end- 
giiltige Konzentration durch Stickstoffbestimmung nach Kjeldah! 
kontrolliert wurde. 


Verhalten des Guanidinoglyoxalins im Stoffwechsel. Kin Dackel- 
hund von 6 kg bekam innerhalb von 2 Tagen 420 mg Guanidino- 
glyoxalin unter die Riickenhaut injiziert. Der Harn dieser beiden 
Tage und des darauffolgenden wurde nach Filtration durch Kiesel- 
gur ohne vorheriges Kinengen mit alkoholischer Pikrinsiure ge- 
fillt. Aus dem abgesaugten und mit Alkohol gewaschenen Pikrat 
(82,2 g) wird die Pikrinsiure mit Ather und Schwefelsiure be- 
seitigt, worauf man bei schwach schwefelsaurer Reaktion stark 
einengte und nach Beseitigung anorganischer Salze mit Methanol 
eine Fiallung mit alkoholischem Chlorzink vornahm. Hierdurch 
wurde ein groBer Teil des Kreatinins beseitigt. Das Filtrat der 
Chlorzinkfillung wurde bei essigsaurer Reaktion durch Zugabe 
von Silberhydroxyd vom Chlor befreit. In das Filtrat des Chlor- 
silbers leitete man Schwefelwasserstoff, der das iiberschiissige Silber 
und Zink niederschlug. Nach nochmaligem Filtrieren und Be- 
seitigen des Schwefelwasserstofis gab die eingeengte Fliissigkeit 
die Probe nach Sakaguchi wie bei Guanidoglyoxalin blau und 
die Jaffésche Probe positiv. Durch Fillung mit Flaviansiiure 
lieB sich 0,5 g eines Salzes gewinnen, das nach 2maligem Um- 
krystallisieren die Werte des Guanidinoglyoxalin-monoflavianates 
gab. Da das Salz etwas hygroskopisch ist, muBte es zur Analyse 
nach dem Trocknen im Hochvakuum bei 100° verschlossen ge- 
wogen werden. 

4,495 mg Subst.: 6,295 mg CO,, 1,300 mg H,O. —- 3,589 mg Subst.: 
1,166 cem N, (20,5°, 749 mm). 

C,H,N,-C,H,O,N,S Ber. C 38,26 H2,98 WN 22,33 

9 


9 
Gef. 38,20 3,24 2,69 
WOl. 99 VOSS 39 O96 ry) “a,OdU. 


Nach Uberfiihrung des Flavianates durch Zersetzung mit Baryt in die 
freie Base lieB sich das charakteristische Dipikrat des Guanidinoglyoxalins 
gewinnen, das nach Umkrystallisieren wieder bei 210—211° schmolz. 


4,180 mg Subst.: 0,966 cem N, (20,5°, 749 mm). 


C,H,N,+(CgH;0;N3)2 ‘Ber. N 26,42 Gef. N 26,50. 


Aus 0,5 g Flavianat errechnen sich 0,14 g freies Guanidino- 
glyoxalin, das also zu 33°/, im Harne wiedergefunden wurde. 
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Verhalten des Glyoxalins im Stoffwechsel. Kin 11 kg schwerer, 
junger Schiferhund bekam innerhalb von 6 Tagen 8,5 g Glyoxalin. 
Die Lésung der Base wurde mit Schwefelsiiure bis zur ganz 
schwach alkalischen Reaktion versetzt und war 8°/,ig. Da der 
Hund auf subcutane Injektionen mit voriibergehender Schmerz- 
jjuBerung reagierte, wurde spiter intramuskuliir in den Riicken 
injiziert. Abgesehen von voriibergehender FreBunlust und Mattig- 
keit wurde die Substanz gut vertragen. Die Harnmenge betrug 
nach 8 Tagen 5700 ccm. Nach Absaugen durch Kieselgur folgte 
eine Fallung mit Phosphorwolframsiiure. Diese wurde abgesaugt, 
mit 5°/,iger Schwefelsiiure gewaschen und in bekannter Weise 
mit Baryt zersetzt. Die Loésung der freien Basen verlor beim 
Kinengen im Vakuum das Ammoniak; dann wurde schwach 
schwefelsauer gemacht, nochmals stark eingeengt und durch 
Methanolzusatz Kaliumsulfat abgetrennt. Wie im vorigen Ver- 
such erfolgte die Beseitigung eines groBen Teiles des Kreatinins 
durch Behandlung mit Chlorzink. Die stark eingeengte Liésung 
gab, wie fiir Glyoxalin zu erwarten, intensive Diazoreaktion nach 
Pauly. Sie wurde aus kleinem Volumen bei Gegenwart von 
iiberschiissiger Salzsiure mit Goldchloridchlorwasserstoffsiure ge- 
fallt. Es entstanden 3,72 g Glyoxalinchloraurat, das nach dem 
Umkrystallisieren glitzernde F litter lieferte. 


8,547 mg Subst.: 2,835 mg CO,, 0,990 mg H,O, 4,113 mg Au. — 6,850 mg 


Subst.: 0,407 cem N, (17,5°, 743 mm). — 8,330 mg Subst.: 4,020 mg Au. 
C,H,N,-HAuCl, Ber. C 8,8 H 1,2 Au 48,3 N 6,9 
Gef. ,, 9,05 ~ 1 », 48,12, 48,26 » 6,82. 


Aus 3,72 g Chloraurat errechnen sich 0,62 g Glyoxalin, was 
einer Ausbeute von 7,6°/, entspricht. 


Verhalten des Carnosins im Stoffwechsel. Hin 18 kg schwerer 
Schiiferhund erhielt innerhalb von 2 Tagen 30 g Carnosin unter 
die Riickenhaut. Der Harn der Versuchszeit wurde mit dem der 
drei folgenden Tage vereinigt und nach Filtration durch Kieselgur 
mit Phosphorwolframsiure gefillt. Die aus der Fillung gewonnene 
Lésung der freien Basen versetzte man mit Methanol, wodurch 
sich ein Niederschlag abscheiden lieB, der nur eine schwache 
Diazoprobe gab. Es handelte sich um ein Gemenge von Kre- 
atinin und Kaliumcarbonat. Das methanolische Filtrat wurde mit 
Hopkins Reagens (Quecksilbersulfat und Schwefelsiure) gefallt, 
wodurch Carnosin hiitte niedergeschlagen werden miissen. Nach 
-berfiihrung dieser nicht sehr reichlichen Fiillung in eine Lésung 
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der freien Basen zeigt sich keine Spur Blaufirbung beim Kochen 
mit Kupfercarbonat, so daB hier kein Carnosin vorlag. Auch ii 
Filtrate des alkoholischen Quecksilbersulfatniederschlages lieB sic i 
kein Carnosin finden. Ferner gelang auch eine priiparative Dav- 
stellung von Histidin nicht. Kine colorimetrische Bestimmuny 
des Imidazolgehaltes dieses Harnes wurde nicht vorgenommen, 
doch muff vermutet werden, daf er etwas hoéher als normal ist, 
da G. Hunter‘) feststellen konnte, dab beim Sinken des Carno- 
singehaltes des Muskels die Imidazolausscheidung im Harn 
eine Steigerung erfahrt. Im Filtrat der Phosphorwolframsiiure- 
fallung wurde auch vergeblich nach #-Alanin gesucht, das sich 
ja nach Abspaltung aus Carnosin im Harn teilweise hiitte wieder- 
finden kénnen. Hingegen fanden sich hier noch 73 g Harnstoti. 
Da sich bei demselben Verfahren aus dem Harne des gleichen 
Hundes bei gleicher Kost innerhalb derselben Zeit nur 41 g Harn- 
stoff gewinnen lieBen, also 32 g weniger, kann angenommen werden, 
daB das Carnosin im wesentlichen in Harnstoff iibergegangen ist, 
wenn auch die obige Schitzung angesichts des angewandten Ver- 
fahrens nur als roh bezeichnet werden muB. 

Vergiftungsbild nach Guanidinoglyoxalin. Wahrend eine 20 ¢ 
schwere Maus eine subcutane Dosis von 2 mg vertrug, wirkten 
3 mg nach 1?/, Stunden und 20 mg schon nach ?/, Stunde tédlich. 
Das Vergiftungsbild tihnelt sehr dem anderer Guanidinderivate, 
z. B. dem des Arcains®). Die Atmung, die zuerst beschleunigt 
(120—200 pro Minute) ist, kann sich allmihlich auf 30 und noch 
weniger verlangsamen. Der Dyspnoe entsprechend tritt Cyanose 
auf und bei hoher Dosis Aufreifien des Maules. Stets zeigen sich 
mehr oder weniger ausgesprochene Streckungen der hinteren Ex- 
tremitiiten; auch klonische Krimpfe und plétzliches Aufspringen 
der Tiere werden beobachtet. 

Beim Hunde ist das Vergiftungsbild ein thnliches. Regel- 
miBig zeigt sich hier noch starker Speichelflu8 und Pupillen- 
erweiterung, was beides auf den Glyoxalkern zuriickgefiihrt werden 
kann. Schon bei 10 mg pro kg erfolgt leichte Vergiftung, die 
bei 30 mg pro kg zum deutlichen Hervortreten der genannten 
Symptome fihrt, doch ohne daf der Tod eintritt. 40 mg pro kg 
fiihren nach 5 Stunden, 50 mg pro kg schon nach 2%/, Stunden 
zum ‘l'ode unter lautem Aufschreien, vorwiegend tonischen Krimpfen 
und Opisthotonus. 

Blutdruckversuche mit Guanidinoglyoxalin. Bei Hunden und 
Katzen ergab sich unter Pernoctonnarkose, nach der Vorschrift 
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en von Rein und Schneider®), regelmibig eine kurz anhaltende 
1 Senkung des in der Carotis gemessenen Blutdruckes nach intra- 
cu yvendser Verabreichung des Guanidinoglyoxalinsulfates. Die be- 
Al's nutzten Sulfatmengen waren stets auf Gewichtsmengen freier Base 
ne § 
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Fig. 1. 
™ 10 mg Guanidinoglyoxalin intravenés; Blutdruckmessung an der Katze (3 kg); 
Zeit: 1 Sekunde. 
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n- 
a Fig. 2. 
4 20 mg Guanidinoglyoxalin intravenés; Blutdruckmessung am Hunde (12,5 kg); 
1€ Zeit: 1 Sekunde. 
on 
tS umgerechnet. Die Wirkungen auf den Blutdruck sind aus den 
1 Fig. 1 und 2 zu ersehen. Herr Professor G. Hunter, Edmonton | 
- in Kanada, der die Liebenswiirdigkeit hatte, die Identitiit meines ) 

| Priparates mit der von ihm dargestellten Base zu_bestitigen, 
id stellte von ihm selber isoliertes Guanidinoglyoxalin-dichlorhydrat 


It zur Verfiigung, das genau die gleiche Blutdrucksenkung zeigte. 
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Die Liésungen wurden stets durch Zusatz von verdiinnter Natrium- 
carbonatlisung auf ganz schwach alkalische Reaktion gebracht. 
Die Blutdrucksenkung konnte durch Atropin, '/,—’/, mg intra- 
vends oder intramuskular, abgeschwiicht und aufgehoben werden. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und der Ge- unt 
sellschaft zur Férderung der Wissenschaften in Wiirzburg 
danke ich fiir die Unterstiitzung der Untersuchungen. 


Literatur. 
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-Uber das Vorkommen der 3-Oxy-7-ketocholansiure 
und der Cheno-desoxycholséure in der Meerschweinchengalle. 
Von 


Itiro Imai. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Mai 1937.) 


Vom Standpunkt der vergleichenden Physiologie aus und 
ferner, um die genetischen Zusammenhiinge zwischen den Gallen- 
siuren und den Nahrungsbestandteilen festzustellen, ist die Galle 
verschiedener Tierarten eingehend untersucht worden. Es wurden 
eine Reihe von interessanten Gallensubstanzen, wie Scymnol?), 
Sterocholsiiure), zwei verschiedene Trioxysterocholensiuren*), Tetra- 
oxybufostan 4), Sterocholsiiurelactone®) gefunden, Verbindungen, die 
auf eine nahe Beziehung der Gallensiuren und Sterine hindeuten. 

In diesem Zusammenhang ist auch das Vorkommen von zwei 
verschiedenen Oxyketosiuren in der Rinder-*) und Schweinegalle‘) 
von hohem Interesse, da vor allem die Untersuchungen von 
Yamasaki und Kyogoku'®) die Annahme wabrscheinlich gemacht 
haben, daB im Tierorganismus die Epimerisierung der sekundiren 
Alkoholgruppe im Gallensiiuremolekiil bzw. im Sterinmolekiil iiber 
die Carbonylgruppe vor sich geht. 

Ich habe jetzt auch die Meerschweinchengalle untersucht und 
dabei gefunden, daB in dieser Galle auBer Cheno-desoxycholsiiure 





1, O. Hammarsten, Diese Z. 24, 322 (1898); A. Windaus, W. Berg- 
mann u. G. Konig, Diese Z. 183, 148 (1930). 

*) H. Wieland u. S. Kishi, Diese Z. 214, 47 (1933). 

3) T. Shimizu u. T. Oda, Diese Z. 227, 74 (1934); T. Shimizu u. 
T. Kazuno, Diese Z. 239, 67 (1936). 

*) H. Makino, Diese Z. 220, 49 (1933). 

5) K. Yamasaki u. M. Yuuki, Diese Z. 244, 174 (1936). 

°) H. Wieland u. S. Kishi, a a. O. 

) E. Fernholz, Diese Z. 282, 202 (1935); G. Sugiyama, J. of 
Biochem. 25, 157 (1937). 

8) Diese Z. 233, 29; 235, 43 (1935); K. Kyogoku, Diese Z. 246, 99 
(1937). 
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auch eine kleine Menge Oxyketosiiure vorkommt, die sich mit der 


durch partielle Oxydation der Cheno-*) sowie der Urso-desoxychol- 
siiure!°) erhaltenen 3-Oxy-7-ketocholansiure als identisch erwiesen 
hat. Die weitere Identifizierung der beiden Oxyketosiiuren wurde 
dadurch gesichert, daB die aus Meerschweinchengalle isolierte 
Oxyketosiure bei der Oxydation mit Chromsiure Urso- (oder Cheno)- 
dehydrodesoxycholsiiure 11) liefert und mit dieser keine Schmelz- 
punktsdepression gibt. 

Urso-desoxycholsiiure soll nach Iwasaki?) eine Epi-form der 
Cheno-desoxycholsiure sein. Die 3-Oxy-7-ketocholansiure (II) 
diirfte also als eine Zwischenstufe zwischen Cheno-desoxychol- 
siure ([) und Urso-desoxycholsiure (III) betrachtet werden, wenn 
die epimere Gallensiure tatsichlich iiber die Ketosiiure gebildet 
wird, wie Yamasaki und Kyogoku?*) annehmen. 


<< CH— CH, 
_— CH, 
i Se al | 
| | | CH, 
Rik, de> all : 
andl al taal “OH COOH 
[ Cheno-desoxycholsiiure. 
CH,| CH, | 
“NZ — i es ll 
- a -H 
HO- Pies 50 HO~ ns < Z<on 
I] a III ssasshnaciiiiaiens. 


Beschreibung der Versuche. 


Die Gallenblase von Meerschweinchen ist bohnengro8 und enthiilt 
eine hellgelbe, schwach alkalische Fliissigkeit. Die aus 1500 Tieren ent- 
nommene Galle betrug 1 Liter. Die von Mucin befreite Galle wurde mit 
Ather 2mal ausgeschiittelt. Aus dem Atherextrakt wurden 0,2 g Chole- 
sterin erhalten. 

Die von Cholesterin befreite Galle wurde mit Kochsalz bis zur Siitti- 
gung versetzt und erwirmt. Die dabei ausgesalzene schmierige Masse 
wurde in 250 ccm Wasser gelést und abermals mit Ather 3 Tage lang er- 
schépfend extrahiert. 





*) u. %) T. Iwasaki, Diese Z. 244, 181 (1936); vgl. H. Wieland u. 
E. Dane, Diese Z. 210, 268 (1932). 

it) T. Iwasaki, a, a. O. 

12) a. a. O. 13)". a. O. 
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Aus diesem Atherextrakt wurden zwei voneinander verschicdene 
krystallisierte Siuren erhalten; die eine Siure (0,1 g) schmolz bei 61—62° 
und zeigte mit reiner Palmitinsiure keine Schmelzpunktsdepression. 

Titration. 50mg Subst. verbrauchten 1,83 ccm n/10-NaOH. 

Aquivalent fiir C,,H,,0, Ber. 256 Gef. 272. 


Aus der von Palmitinsdure befreiten alkoholischen Mutterlauge wurde 
eine in Schuppen krystallisierte Siiure vom Schmelzp. 165° gewonnen, die 
eine weinrote Liebermann-Reaktion ergab. Ihre Menge war leider zur 
niiheren Untersuchung nicht ausreichend. 

Die so 2mal mit Ather behandelte Hauptfraktion wurde wiederum 
bis zur Sattigung mit Kochsalz versetzt; die dabei abgeschiedene harzige 
Masse wurde in 500 ccm einer 10°/,igen Kalilauge gelést und im Autoklaven 
6 Stunden lang hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde mit verdiinnter Salz- 
siure ausgefillt. Der dabei abgeschiedene Kuchen wurde mit Wasser gut 
zerknetet. 

Aus der Mutterlauge wurden nach Hammarsten"™) Nadeln erhalten, 
die in Wasser leicht, aber nicht in Alkohol léslich sind und die sich bei 
etwa 300° zersetzten. Es liegt hier ohne Zweifel Taurin vor. 


1. 3-Oxy-7-ketocholansaure. Der Kuchen wurde in verdiinntem 
Ammoniak gelést und mit 10°/,iger Barium-chlorid- Lésung gefillt. Die 
Fiilluag (10,1 g) war am Anfang schmierig, wurde aber durch Kochen mit 
Wasser pulverig.. Dieses pulverige Ba-Salz wurde mit Sodalésung um- 
gekocht und angesiiuert. Die dabei ausgefillte, gut getrocknete Masse 
wurde mit Ather digeriert und der Ather bei Zimmertemperatur verdunsten 
gelassen, wobei sich an der GefaiBwand eine kleine Menge von Nadeln 
abschied, die sich mit der Zeit allmihlich vermehrten. Nach dem Ab- 
dekantieren des Athers wurde das zuriickbleibende halbharzige Krystallisat 
imal aus Essigester umkrystallisiert; Schmelzp. 190°. Ausbeute 0,3 g. 

Das von der Bariumfillung abgetrennte Filtrat wurde mit verdiinnter 
Salzsiure ausgefillt; diese getrocknete Fillung (0,9 g) krystallisierte aus 
Essigester in Krystalltafeln (0,2 g), die bei 185—190° schmolzen. 

Diese beiden Fraktionen von Krystallen wurden getrennt aus ver- 
diinntem Alkohol umkrystallisiert, erwiesen sich aber als identisch. Sie 
schmolzen bei 201—203° und zeigten mit der 3-Oxy-7-ketocholansiure 
aus Cheno-desoxycholsiure keine Schmelzpunktsdepression. Liebermann- 
Reaktion: keine Verfirbung. In Alkohol und Aceton leicht, in Essigester 
schwer, in Ather kaum léslich. Die ammoniakalische Lisung der Siure 
wurde mit Barium-chlorid-Lésung nicht sofort gefillt, aber allmiihlich 
schieden sich prismatische Nadeln ab, die kaum léslich waren und die auch 
durch Erwirmen nur duBerst schwer in Lésung gebracht werden konnten. 

Titration. 29,6 mg Subst. verbrauchten 0,78 ccm n/10-NaOH. 

Aquivalent fiir C,,H,,0, Ber. 390 Gef. 387. 
4,941, 4,718 mg Subst.: 13,375, 12,750 mg CO,, 4,300, 4,070 mg H,O. 
C,,H,,0, Ber. C 73,79 H 9,81 
Gef. ,, 73,85, 73,73  ,, 9,74, 9,66. 

Spezifische Drehung. 35,5 mg Subst. in 10 ccm absolutem Alkohol, 

l=2dm, « =—0,193° [o]25 =— 27,27° 


4) O. Hammarsten, Diese Z. 32, 435 (1901). 
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Methylester der Saiure. Der Methylester krystallisiert in pris- 


matischen Nadeln vom Schmelzp. 105° (sintert bei 100°). Die Mischprobe 


zeigt mit dem 3-Oxy-7-ketocholansiuremethylester keine Depression. 


4,928 mg Subst.: 13,395 mg CO,, 4,290 mg H,O. 
C,,H,.0, Ber. C 74,20 H 9,97 Gef. C 74,13 H 9,67. 


Acetat der Siure. 78,3 mg der Siure wurden mit 5 cem Essic- 
siureanhydrid 4 Stunden lang erhitzt. Aus Eisessig oder Alkohol mehrmals 
umkrystallisiert, Blittchen vom Schmelzp. 166—167°*). Mit der 3-Acety]- 
7-ketocholansiure (Schmelzp. 166—167°) keine Depression. 

5,625, 5,429 mg Subst.: 14,964, 14,466 mg CO,, 4,718, 4,604 mg H,0. 

C.sH,0, Ber. C 72,17 H 9,33 
Gef. ,, 72,56, 72,67  ,, 9,88, 9,49. 

Die aus dem Acetat wiedergewonnene freie Siure schmilzt bei 201—203°, 

Oxydation der Siure. 78,5 mg der Siure wurden in 10 cem Eis- 
essig gelést und mit 10°/,iger Chromsiurelésung (50 mg CrO, in Eisessig) 
vorsichtig oxydiert. Das Reaktionsgut wurde langsam mit Wasser versetzt, 
wobei sich schuppige Krystalle abschieden. Die aus Eisessig umkrystalli- 
sierte Ketosiiure schmilzt bei 153—155° und zeigt sowohl mit der Cheno- 
als auch mit Urso-dehydrodesoxycholsiure keine Schmelzpunktsdepression. 
Liebermann-Reaktion: keine Verfiirbung. — Der Athylester vom Schmelz- 
punkt 133° zeigte mit dem Cheno-dehydro-desoxycholsiure-ithylester keine 
Depression. 

5,118, 5,726 mg Subst.: 14,019, 15,740 mg CO,, 4,446, 4,937 mg H,0. 

Cui.0, Ber. C 74,95 H 9,68 
Gef. ,, 74,78, 74,80 ,, 9,73, 9,65. 

2. Cheno-desoxycholsaure. Die von der Oxyketosiiure vom Schmelz- 
punkt 203° abdekantierte Atherlésung wurde verdampft und mit alkoholischer 
Semicarbazidlésung 30 Minuten lang gekocht und die Lésung abgedampft. 
Der Riickstand wurde mit Ather extrahiert, von Ather befreit und gut ge- 
trocknet. Liebermann-Reaktion: violettrot. 


Titration. 50mg Subst. verbrauchten 1,25 cem n/10-NaOH. 
Aquivalent fiir C,,H,,0, Ber. 392 Gef. 400. 
Spezifische Drehung. 37,4 mg Subst. in 10 cem absolutem Alkohol, 
l=2dm, ao=+0,25° [a]2° = + 14,30°% 

Cheno-dehydro-desoxycholsiure. 0,1 g der Séure wurde in 
1 cem Hisessig gelést und mit Chromsiiure (50 mg in Eisessig) oxydiert und 
nach einigen Stunden mit Wasser versetzt. Die dabei abgeschiedenen 
Krystalle wurden in der iiblichen Weise in den Athylester verwandelt. 
Nadeln vom Schmelzp. 133°. Sie zeigten mit dem Cheno-dehydro-desoxy- 
cholsiiure-ithylester keine Depression. 

5,703, 5,369 mg Subst.: 15,679, 14,739 mg CO,, 5,045, 4,637 mg H,O. 

CegH 0, Ber. C 74,95 H 9,68 
Gef. ,, 74,98, 74,87  ,, 9,90, 9,64. 


) Ni: am Iwasaki soll das Acetat bei 142° schmelzen [Diese Z. 244, 
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Untersuchungen 
iiber den Kreatin- und Kreatininstoffwechsel. IV. 


Isolierung von Kreatinin neben Kreatin aus Rinderblutserum. 
Von 
Michael Kar] Zacherl. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Graz.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Mai 1937.) 


Gemeinsam mit H. Lieb haben wir in den vorhergehenden 
Mitteilungen?) die stufenphotometrische Kreatininbestimmung als 
exakte Methode fiir Untersuchungen des Kreatininstoffwechsels 
angegeben. Schon dabei muBten wir auch zu der von mehreren 
Forschern aufgeworfenen Frage Stellung nehmen, ob das Blut 
iiberhaupt vorgebildetes Kreatinin enthilt. Wir haben uns vor- 
erst darauf beschrinkt, die dagegen vorgebrachten Kinwinde einer 
Nachprifung zu unterziehen und muBten sie auf Grund unserer 
Versuche ablehnen, ohne positive Beweise fiir das Vorliegen von 
priformiertem Kreatinin beibringen zu kénnen. Wiewohl nimlich 
zahlreiche in der Literatur niedergelegte Ergebnisse mit groBer 
Wabhrscheinlichkeit dafiir sprechen und lange Zeit hindurch dieses 
Problem iiberhaupt nicht zur Diskussion stand, vielmehr allseits 
die Existenz dieses Kérpers als Stoffwechselendprodukt im Blut 
als gegeben angenommen wurde, mangelte doch bisher jeder 
zwingende Beweis hierfiir. Die Ursache ist vor allem darin zu 
suchen, daB eine spezifische chemische Reaktion fiir Kreatinin 
bis heute nicht zur Verfiigung steht, die es gestattet, die im Blut 
in Betracht kommenden Mengen zu erfassen. 

Die gegen das Vorhandensein von priiformiertem Kreatinin im 
Blut vorgebrachten Einwiinde lassen sich im folgenden zusammen- 
fassen: Greenwald und McGuire’), Behre und Benedict’), 


1) Diese Z.223, 169 (1934); 226, 130 (1984); 232, 41 (1935); Wien. klin. 
Wschr. 1934, 1572. 
2) J. of Biol. Chem. a4, 103 (1918). 8) J. of Biol. Chem. 52, 11 (1922). 
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sowie Bohn und Hahn‘) haben das Verhalten des Blutfiltrates 
bei Behandlung mit Natronlauge in der Hitze untersucht und 
geben an, daB der darin enthaltene Kérper, der die Jaffésche 


Reaktion mit Pikrinsiure und Alkali gibt, sich nicht wie reines 


Kreatinin durch diese Behandlung zerstéren lasse. Auch lasse 
sich dieser Kérper im Gegensatz zu reinem Kreatinin nicht durch 
Kohle oder Kaolin adsorbieren. Es wurde auch geltend gemacht, 
daB die zeitliche Farbbildung im Blutfiltrat bei der Jafféschen 
Reaktion anders verlaufe als bei kiinstlichen Kreatininlésungen. 
Shannon, Jolliffe und Smith) unterscheiden echtes, durch 
Lloyds Reagens adsorbierbares, und unechtes Kreatinin, d. h. 
chromogene Substanzen, die kein Kreatinin sind, und solche 
Substanzen, die von Lloyds Reagens adsorbiert werden und bei 
der Riickgewinnung Kreatinin liefern. Im ganzen sollen die 
chromogenen Substanzen nicht mehr als 1 mg in 100 ccm Blut 
betragen. Auch Gaebler und Keltsch®) haben sich mit dieser 
Frage befaBt und konnten aus Blutfiltrat durch Adsorption und 
Elution einen Ké6rper anreichern, der sich schlieBlich durch 
Kondensation mit Pikrinsiure in ein analytisch definierbares 
Kreatininpikrat iiberfiihren lieB. Die genannten Autoren stehen 
aber auf dem Standpunkt, dieses Kreatinin habe sich erst im 
Laufe der Aufarbeitung aus einem unbekannten, im Blut vor- 
handenen Ausgangsprodukt, das keinesfalls Kreatinin sei, gebildet. 
Folin’) hat in einer Mitteilung iiber die Bestimmung des 
Kreatinins die Frage offengelassen, ob unter der farbgebenden 
Substanz Kreatinin zu verstehen sei oder nicht. 

Abgesehen von ilteren Autoren wie Verdeil und Marcet’) 
sowie Voit*), Colls?*) und Letsche') treten in jiingerer Zeit 
F. Linneweh?”) und Ferro-Luzzi'*’) fir die Existenz von 
priformiertem Kreatinin im Blut ein. Ersterer hat die Methode 
der Kreatinin-Isolierung aus Blut, die von Gaebler und Keltsch 
angegeben, aber als nicht zuverliissig bezeichnet wurde, nach- 
gepriift. Er konnte gleichfalls Kreatinin als Pikrat und als Gold- 
salz isolieren und in Parallversuchen zeigen, daB bei gleicher 
Art der Aufarbeitung einer Kreatinlisung kein Kreatinin gebildet 


4) Z. klin. Med. 126, 433 (1934). 5) Amer. J. Physiol. 102, 534 (1932). 


®) J. of Biol. Chem. 74, XX (1927). ”) Diese Z. 226, 135 (1934). 
8) J. Pharmacie (3) 20, 89 (1851). *) Z. Biol. 4, 77 (1868). 


10) J. Physiol. 20, 107 (1896). 11) Diese Z. 53, 31 (1907). 
12) Klin. Wschr, 14, 293 (1935). 
18) Diagnostica a tecnica di laboratorio, 5. Bd., 1934. 
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wird. Er schlieBt daraus auf das Vorhandensein von priformiertem 
Kreatinin. In einer weiteren Arbeit hat nun auch Gaebler}*) 
aus dem Ultrafiltrat nephritischer Seren Kre atinin isolieren kénnen. 
Durch Zusatz von Pikrinséiure und Kaliumchlorid erzielte er die 
krystalline Ausscheidung von Kreatininkaliumpikrat. Hayman, 
Johnston und Bender?) sowie Danielson!*) haben sich neuer- 
dings bemiiht, die Frage zu kliren, ob Kreatinin im normalen 
Blut vorkommt. Durch Vergleich des Jaffé-positiven Kérpers 
aus Bluttiltraten mit Kreatinin kommen sie zur Ansicht, daB weit- 
gehende Identitat herrscht und daB das chromogene Material 
wenigstens zur Hauptsache aus Kreatinin besteht. Neuestens haben 
Brunner und Baroni’) aus der Netzhaut des Auges Kreatinin 
isoliert und es als Pikrat identifiziert. Dennoch glauben Behre 
und Benedict?*), diesen Befunden widersprechen zu miissen. 
Sie berufen sich dabei auf die Unméglichkeit, den chromogenen 
Kérper aus dem Blutfiltrat durch Adsorption zu entfernen, wihrend 
Kreatinin doch adsorbierbar sei. 

In unserer II. Mitteilung haben wir uns mit jenen Kinwinden 
auseinandergesetzt, die sich auf Grund des chemischen Verhaltens 
des Blutfiltrates gegen das Vorhandensein von priformiertem 
Kreatinin richten, und konnten zeigen, daB diese Einwinde nicht 
zu Recht bestehen. Die Méglichkeit, Kreatinin zu adsorbieren, 
hingt von iiuBeren Umstinden ab und 1aBt sich als Beweis fiir 
oder gegen diese Frage schwer anfiihren. Gaebler gibt z. B. an, 
in Wolframsiurefiltraten von normalem Blut dieselben Mengen 
farbgebenden Kdérpers gefunden zu haben, wie in Pikrinsiure- 
filtraten. Wenn aber diese Pikrinsiurefiltrate zuerst mit Kaolin 
behandelt wurden, wurde keine nennenswerte Menge von Kreatinin 
oder anderen chromogenen Substanzen gefunden. Demnach ist 
also der farbgebende Kérper des Blutfiltrates adsorbierbar. 

Seine Zerstérbarkeit durch heiBe Natronlauge ist im Blut- 
filtrat so gut gegeben, wie in kiinstlichen Kreatininlisungen, es 
muB allerdings in beiden Fillen beriicksichtigt werden, da8 sich in 
alkalischer Lisung ein Gleichgewichtszustand Kreatin ~~ Kreatinin 
herstellt, tiber den A. Hahn und Mitarbeiter'®) ausfiihrlich be- 
richtet haben, und da8 auBerdem Abbauprodukte entstehen, die 
an und fiir sich wiederum die Jaffé-Reaktion geben*’). Zu den 

4) J. of Biol. Chem. 109, XXXV (1935). 1) Ebenda 108, 675 (1935). 

16) J. of Biol. Chem. 113, 181 (1936). 17) Mh. Chem. 68, 264 (1936). 

18) J. of Biol. Chem. 110, 245 (1935). 1%) Z. Biol. 72, 25 (1920). 

*) Vgl. dazu unsere II. Mitteilung: Diese Z. 226, 130 (1934), 

g* 












72 Michael Karl Zacherl, 


gleichen Ergebnissen gelangte auch Ferro-Luzzi?’). Er konnte 
im Gegensatz zu Benedict zeigen, daB sich der farbgebende 
Kérper des ,,Blutfiltrates nach Somogyi“ mit Hilfe von Kaolin 
ebenso adsorbieren laBt, wie Kreatinin in wiBriger Lésung. Ebenso 
laBt Behandlung mit heiBem Formalin die Jaffé-Reaktion im 
Blutfiltrate genau so verschwinden, wie in waBriger Kreatinin- 
lésung. Auch den Einwand des verschiedenen Verhaltens gegen 
heiBe Natronlauge weist er zuriick und halt die Bezeichnung 
,wahres Kreatinin des Blutes“ nicht fiir angezeigt. Vielmelir ist 
er der Meinung, ,daB das Blut normaler Personen unter physiolo- 
gischen Bedingungen Kreatinin in einer der Intensitit der Jaffé- 
Reaktion fast proportionalen Konzentration enthalt“. 


Fiir die Anwesenheit von Kreatinin im Blut spricht weiterhin 
die T'atsache, daB dieser Kérper von Schumann??) im mensch- 
lichen SchweiB gefunden wurde, sowie gleichfalls seine Anwesenheit 
in der Milch. Eine Umwandlung in den entsprechenden Driisen 
aus Kreatin ist bisher nicht beobachtet worden. Auch im Liquor 
cerebrospinalis wurde Kreatinin gefunden. Dazu ist allerdings zu 
sagen, daB diese Tatsachen nur beschriinkte Bedeutung haben, 
da ja auch hier der Einwand der mangelnden spezifischen Reaktion 
gemacht werden muB. 


Bliss, Sidney, Kastler und Nadler?*) haben beiderseits 
nephrektomierten Hunden, denen durch einen Dauertroikard 
wiederholt 750 ccm isotonische Kochsalzlésung in die Peritoneal- 
héhle eingefiihrt und wieder entfernt wurden, bedeutendes Ab- 
sinken des Reststickstoffes konstatiert und in der Spiilfliissigkeit 
unter anderem Kreatinin identifiziert. — Rathery, Dérot und 
Bataille**) beobachteten starkes Ansteigen des Kreatininspiegels 
im Blut nach beiderseitiger Nephrektomie oder Ligatur beider 
Ureteren. Eine Umwandlung von Kreatin in Kreatinin innerhalb 
der Niere kam also hier nicht in Frage. Andererseits muB der 
so angereicherte farbgebende Koérper normalerweise im Harn er- 
scheinen, wo er jedoch immer nur als Kreatinin erkannt wird. 
Crawford und Muir*5) begriinden auf der Tatsache, daB bei 
mangelhafter exkretorischer Funktion der Niere das Blutkreatinin 
ansteigt und das Harnkreatinin entsprechend abnimmt, ihre 
Ansicht von der diagnostischen Verwertbarkeit der Kreatinin- 


21) Biochem. Z. 275, 422 (1935). 22) Z. exper. Med. 79, 145 (1931). 
23) Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 29, 1078 (1932). 
#4) C. r. Soc. Biol. Paris 110, 923 (1932). 25) Lancet 1930, II, 1177. 
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bestimmung im Harn. Maydell?*), der sich mit vergleichenden 
Untersuchungen von Serum und Liquor cerebrospinalis befaBte, 
konnte bei 3 Fallen von Nierenerkrankungen betrichtliches An- 
steigen des Kreatiningehaltes im Liquor feststellen. — Daven- 
port, Fulton, van Auken und Parsons*’) geben an, daB die 
Kreatininmengen im Harn der Kreatininkonzentration im Blut 
parallel gehen und unabhangig sind von der Harnmenge. — 
Leon Asher und Descombes?*) deuten die Ergebnisse ihrer 
Diureseversuche dahin, daB das Kreatinin des Blutes in den 
Glomeruli der Niere abgeschieden und von den Tubuli nicht 
riickresorbiert wird, gleichfalls ein Anhaltspunkt fiir die An- 
wesenheit von praformiertem Kreatinin im Blut. 

Diese Annahme beruht jedoch immer nur auf der positiven 
Jaffé-Reaktion, die nicht als eindeutiger Beweis anzusehen ist, 
deren Ergebnis daher auch immer wieder von einzelnen Autoren 
angezweifelt wird. Am ehesten ist aus den Versuchen von 
Linneweh ein solcher Beweis zu entnehmen, gegen die jedoch 
vielleicht immer noch der schon von Gaebler gebrachte Kinwand 
zu erheben ist, daB beim Vorgang der Adsorption und Elution 
des farbgebenden Kérpers im Blut Kreatinin aus einer nicht naiher 
bekannten Substanz gebildet wird. 

Uber Versuche zur Auffindung eines spezifischen Reagens 
berichteten Komm und Leinbrock?”’). Sie halten m- Dinitro- 
benzoesiure als hierfiir gecignet und teilen auch ein Verfahren 
zur quantitativen Kreatin- und Kreatininbestimmung mit Hilfe 
dieser Substanz mit. Die Wahl dieses Reagens haben sie aus 
einer ganzen Reihe aromatischer Nitrokérper getroffen, welche 
fast durchweg mit Kreatinin eine mehr oder weniger intensive 
Farbung geben. Die Tatsache, da8 Kreatinin mit nitrierten 
Benzolabkémmlingen bei alkalischer Reaktion gefirbte Lisungen 
bildet, scheint jedoch in dem Vorhandensein der —CO—CH,- 
Gruppe begriindet zu sein und ist eine Kigenschaft, die auch einer 
Reihe von anderen Substanzen zukommt, wie aus den Arbeiten 
von Zimmermann®), Bittd*), ReiBert*’), Péronnet und 
Truhaut*) u. a. hervorgeht. Billiger verdffentlicht gleichfalls 
eine Mitteilung iiber eine ,neue Reaktion zur Bestimmung von 


26) Z. exper. Med. 91, 455 (1933). 27) Amer. J. Physiol. 108, 99 (1934). 
8) Biochem. Z. 246, 59 (1934). 2% Med. Klin. 1936, 1303. 

8) Diese Z. 238, 257 (1985). 31) Liebigs Ann. 269, 377 (1892). 
32) Ber. chem. Ges. 37, 831 (1904). 

38) J. Pharmacie (8) 18, 125, 339 (1934). 








74 Michael Karl Zacher], 


Kreatinin“ *4), welche mit 3,5-Dinitro-benzoesiiure ausgefiihrt 
wird, ebenso auch Langley und Evans*). Auch Behre und 
Benedict*) haben die Reaktion mit m-Dinitrobenzoesiure fiir 
ihre Untersuchungen iiber das Kreatinin herangezogen. In ihrer 
Verdffentlichung dariiber geben die Autoren an, daB bei der 
Behandlung eines Blutfiltrates nach Wolframmolybdinsiure- 
EnteiweiBung oder eines Blutultrafiltrates mit einer alkoholischen 
Lésung von Dinitrobenzoesiure und Natronlauge eine Farbe 
entstehe, welche mit der aus kiinstlichen Kreatininlésungen bei 
gleicher Behandlung zu erzielenden Fiarbung nicht identisch sei. 
Die beiden Verfasser sehen darin eine neuerliche Stiitze ihrer 
schon friiher geéuBerten Ansicht, da priformiertes Kreatinin 
im Blut nicht vorhanden sei. 

Ich habe diese Angaben einer Nachpriifung unterzogen. 
Zu diesem Zweck wurden zu 5 ccm eines Blutfiltrates im Ver- 
haltnis 1:5 je 1 ccm 5°%/,iger alkoholischer Lésung von um- 
krystallisierter Dinitrobenzoesiiure und 5°/,iger Natronlauge gefiigt. 
In derselben Weise wurde mit einer kiinstlichen Kreatininlésung 
von etwa 0,2 mg-°/, verfahren. Die in den beiden Lésungen auf- 
tretende Farbung ist jedoch so wenig intensiv, daB eine sichere 
Aussage iiber ihre Identitit oder Verschiedenheit nicht gemacht 
werden kann. Ich habe mich daher bemiht, ein Blutfiltrat 
héherer Konzentration herzustellen. Zu diesem Zweck wurden 
20 com Serum mit Natriumwolframat und Schwefelsiure ent- 
eiweiBt und das Filtrat im Vakuum bei 50° wiederum auf 20 ccm 
eingeengt. Die Konzentration an Kreatinin entspricht in dieser 
Lésung der des Serums. 5 ccm dieses eingeengten Filtrates wurden 
in der oben angegebenen Weise mit Dinitrobenzoesiure und Natron- 
lauge behandelt. Nach 10 Minuten wurde von der entstehenden 
Farbe mit Hilfe des Zeiss schen Pulfrichphotometers eine typische 
Farbkurve aufgenommen. In gleicher Weise wurde auch mit einer 
kiinstlichen Kreatininlisung vom Gehalte von 1 mg-°/, Kreatinin 
verfahren. 

Die in der Abbildung wiedergegebenen Kurven zeigen die 
Gleichheit der in beiden Fillen auftretenden Farbungen. Damit 
ist zwar der von Behre und Benedict vorgebrachte Einwand 
gegen das Vorhandensein von priiformiertem Kreatinin im Blut 
entkriftet, es ist damit zwar auch ein gewisser Anhaltspunkt fiir 





54) J. Proc. Royal Soc. New South Wales 69, 224 (1936). 
35) J. of Biol. Chem. 115, 333 (1936). 86) Ebenda 114, 526 (1936). 
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die Annahme von priformiertem Kreatinin gegeben, aber ein 
positiver Beweis kann in der Identitiit der Farbkurven ebenso- 
wenig gesehen werden, wie in der Gleichheit der bei der Jaffé- 
schen Reaktion auftretenden Farbe. 

Um diese Frage nunmehr einer endgiiltigen Klarung zu- 
zufiihren, war ich mangels einer spezifischen Reaktion fiir Kreatinin 
darauf angewiesen, diesen Kérper selbst aus Blutserum zu isolieren. 
Dabei war mein Bestreben besonders darauf gerichtet, die Isolie- 
rung des Kreatinins ohne das Hilfsmittel der Adsorption durch- 
zufiihren und iiberhaupt jede eingreifende Behandlung des Aus- 
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gangsmaterials zu vermeiden, welche fiir die Anhydrisierung des 
Blutkreatins oder eine sonstige Méglichkeit der Kreatininbildung 
wihrend der Aufarbeitung verantwortlich gemacht werden kénnte. 

Als geeignetes Ausgangsmaterial wihlte ich Rinderserum, 
weil damit exogenes Kreatinin ausgeschlossen ist und mir gréBere 
Mengen davon leicht in frischem Zustand verfiigbar waren. Der 
in der Literatur hierfiir angegebene Kreatiningehalt schwankt 
zwischen 0,76 und 1,8 mg-°/,. Rinderserum ist also auch in dieser 
Hinsicht menschlichem Serum dhnlich. Es diente auch als Aus- 
gangsmaterial bei den Untersuchungen zahlreicher anderer Autoren 
iiber den Kreatininstoffwechsel. 

Zur Entfernung der EiweiSkérper des Serums erwies sich 
zunichst Alkohol insofern als geeignetes Mittel, als dieses Reagens 
durch Destillation im Vakuum aus dem Serumfiltrat zu entfernen 
ist. Bei Zufiigen der doppelten Menge Alkohol fallt ein GroBteil 
der KiweiBkérper aus. Das restliche EiweiB wurde aus dem bis 
zu einer Menge von 1/, Liter eingeengten Filtrat durch basisches 
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Bleiacetat niedergeschlagen. Dabei wurden gleichzeitig die an- 
organischen Bestandteile des Serums zu Acetaten umgewandelt. 
Der voluminése weiBe Niederschlag, der durch Zufiigen iiber- 
schiissiger Lésung von basischem Bleiacetat erzielt wird, lift 
sich gleichfalls quantitativ filtrieren. Dieses Filtrat enthalt neben 
Kreatinin und Kreatin die gesamte Menge der anorganischen 
Serumbestandteile, das iiberschiissige Blei sowie die sonstigen mit 
basischem Bleiacetat nicht fallbaren Stoffe. Das Blei kann durch 
Sattigen mit Schwefelwasserstoff bei gewéhnlicher Temperatur 
ausgefillt und abfiltriert werden. Das so erhaltene Filtrat wird 
neuerdings im Vakuum so weit eingeengt, daB es noch nicht zur 
Ausscheidung anorganischer Salze kommt. Aus dieser eingeengten 
Lésung das Kreatinin mittels Pikrinsiure zu fallen, ist nicht 
moglich, da ein Zusatz dieser Siure bei der hohen Konzentration 
von Natriumsalzen sogleich zur Abscheidung von Natriumpikrat 
fiihrt, welches sich von etwa mitausgefallenem Kreatininpikrat 
nicht auf einfache Weise trennen lift. Es erwies sich daher 
als nétig, einen anderen Weg zur Trennung von Kreatinin und an- 
organischen Substanzen zu wihlen. Ein hierfiir geeignetes Mittel 
ist Quecksilberchlorid, welches mit Kreatinin bei Gegenwart 
von Natriumacetat ein basisches Komplexsalz ‘bildet, dessen 
Formel nicht genau feststeht. Es werden hierfiir die Formeln 


4(C,H,ON,-HCl-Hg0)-3HgCl, oder 4(C,H,ON,Hg-HCl)-3HgCl,-2H,0 


angegeben. Die Abscheidung dieses Quecksilbersalzes erfolgt all- 
mihlich, ist aber zur Hauptsache nach etwa 36 Stunden beendigt. 
Der fein verteilte, aus kugelférmigen Aggregaten bestehende 
Niederschlag liBt sich durch Zentrifugieren und Dekantieren von 
der Mutterlauge trennen und wird durch mehrmaliges Waschen 
mit Wasser von der Hauptmenge anorganischer Salze befreit. Er 
wird sodann in nicht zuviel Wasser suspendiert und der Ein- 
wirkung von Schwefelwasserstoff ausgesetzt. Dabei kommt es zu 
einer Spaltung der komplexen Verbindung und zur quantitativen 
Abscheidung des Quecksilbers als Sulfid. Hiervon wird abfiltriert. 
Das Filtrat wird zur Vertreibung von iiberschiissigem Schwefel- 
wasserstoff am Wasserbad erhitzt und auf ein kleines Volumen 
eingeengt. Die Priifung dieser Lésung mit Hilfe der Jaffé schen 
Reaktion ergab einen Kreatiningehalt von 98 mg-°/,. Diese Kon- 
zentration entspricht der eines normalen Harnes. Infolgedessen 
konnte nunmehr die Fallung mit Pikrinsiure mit Aussicht auf 
Erfolg vorgenommen werden. Ich habe mich hierbei an die dies- 
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beziiglichen Angaben von Jaffé gehalten, der diese Reaktion 
erstmalig zur Isolierung von Kreatinin aus Harn angewendet hat. 
Es wurde ein Uberschu8 einer hei®en alkoholischen Pikrinsiiure 
zur wiBrigen Liésung gefiigt und dieses Gemisch 24 Stunden 
stehengelassen. Am nichsten Tag zeigt sich ein gelber krystalliner 
Niederschlag, der aus feinen Nadeln bestand. Er wurde abfiltriert, 
aus Alkohol umkrystallisiert und zeigte hierauf einen Schmelz- 
punkt von 213° (unkorr.). Der Mischschmelzpunkt mit kiinstlichem 
Kreatininpikrat ergab keine Depression. Die Analysenergebnisse 
stimmten mit den fiir Kreatininpikrat geforderten Zahlen iiberein. 

Die in der beschriebenen Weise vorgenommene schonende 
Aufarbeitung des Serums lift zwar den EKinwand nicht wahr- 
scheinlich erscheinen, daB es im Laufe der Isolierung zu einer 
Neubildung von Kreatinin aus irgendeinem Serumbestandteil ge- 
kommen sei. Dennoch habe ich versucht, diesem Einwand zu 
begegnen. Zu diesem Zweck wurde neuerdings Serum in der 
oben beschriebenen Weise verarbeitet, jedoch mit dem Unter- 
schied, daB aus dem Serumfiltrat nach der EiweiBfillung durch 
Alkohol das Kreatinin entfernt wurde. Es wurde versucht, mit 
Kohle das Kreatinin aus der Liésung durch Adsorption zu ent- 
fernen. Dieser Versuch mit ,,Eponit“ (Chemische Werke ,Carbon‘) 
velang nicht. Hingegen laBt sich mit Carbo medicinalis ,,Merck“ 
schon durch kurzes Schiitteln bei gewéhnlicher Temperatur fast 
alles Kreatinin aus seinen Lésungen adsorbieren. Auch aus dem 
von Alkohol durch Destillation der Hauptsache nach befreiten 
Serumfiltrat lieB sich das Kreatinin mit Carbo medicinalis ,,Merck“ 
bis auf einen Rest von insgesamt 5,9 mg adsorbieren. Dieses von 
seinem Kreatiningehalt weitgehend befreite Serumfiltrat wurde nun 
wieder mit einem Uberschu8 von Bleiacetat versetzt und in der 
oben beschriebenen Weise weiter behandelt. Dabei ist jedoch 
darauf hinzuweisen, daB durch die Behandlung mit Carbo medi- 
cinalis ,Merck“ das Kreatin nicht oder nur in ganz geringem 
Grad der Liésung entzogen wird. Hiervon konnte ich mich nach 
Anhydrisieren des Kreatins durch 3 stiindiges Erwirmen auf dem 
Wasserbad bei Gegenwart von Salzsiure und nacher durch- 
gefiihrter Farbung nach Jaffé iiberzeugen. Eine quantitative 
Bestimmung des Kreatins ergab fiir die Gesamtmenge des Filtrats 
nach Kohlebehandlung und Bleifillung einen Gehalt von 44,4 mg. 
Dieses Filtrat wurde nun wiederum nach Einengen im Vakuuin 
mit Quecksilberchloridlésung versetzt. Es trat jedoch auch nach 
2 tiigigem Stehen kein nennenswerter Niederschlag auf. Aus 
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dieser T'atsache und dem negativen Ausfall der Jafféschen 
Reaktion kann mit Sicherheit geschlossen werden, daB das bei 
der vorhergehenden Serumbehandlung isolierte Kreatinin nicht 
etwa im Laufe dieser Aufarbeitung entstanden ist, sondern als 
solches bereits als normaler Serumbestandteil vorhanden war. 

Die mit Quecksilberchlorid versetzte Lésung wurde sodann 
bis zu deutlich congosaurer Reaktion mit Salzsiiure versetzt und 
das darin enthaltene Kreatin durch Erwirmen am Wasserbad in 
Kreatinin umgewandelt. Zur Herstellung geeigneter Bedingungen 
zur Fiillung dieses Kreatinins als Quecksilberverbindung war es 
am zweckmifigsten, eine neuerliche Fallung mit basischem Blei- 
acetat vorzunehmen und dadurch gleichzeitig die als Chloride vor- 
liegenden Salze wieder in Acetate umzuwandeln. Nach Abfiltrieren 
wurde das iiberschiissige Blei sowie das Quecksilber als Sulfid ge- 
fillt, das Filtrat hiervon eingeengt und neuerlich Sublimatlésung 
zugesetzt. Alsbald trat die Abscheiduug der weiBen Kreatinin- 
verbindung ein, welche wie oben beschrieben aufgearbeitet wurde 
und schlieBlich zur Gewinnung von Kreatininpikrat fiihrte. Dieses 
wurde durch die Bestimmung des Schmelzpunktes und des Misch- 
schmelzpunktes als solches identifiziert. 

Damit ist gezeigt, daB die von mir gewihlte Art der Isolie- 
rung nicht nur jegliche Méglichkeit der Entstehung von Kreatinin 
aus irgendeinem Serumbestandteil im Lauf der Aufarbeitung ver- 
meidet, sondern es wurde hierdurch auch erstmalig das gleich- 
zeitige Nebeneinanderbestehen von Kreatinin und Kreatin im 
Serum eindeutig nachgewiesen. 


Experimenteller Teil. 


1. Isolierung von Kreatinin aus Rinderserum. 3 Liter frisches 
Serum wurden mit 6 Liter 96°/,igem Alkohol versetzt und gut durch- 
geschiittelt. Das ausgefallene Eiwei8 wurde mit Hilfe einer Nutsche ab- 
filtriert. Die Menge des klaren Filtrates betrug etwa 7 Liter. Dieses 
wurde im Vakuum bei 45—50° bis zu einer Menge von etwa 1'/, Liter 
eingeengt, wobei Triibung auftrat. Diese triibe Liésung wird mit einem 
Uberschu8 einer Lésung von basischem Bleiacetat versetzt; es trat eine 
voluminése weiBe Fillung auf, welche wiederum abgenutscht wurde. In 
das klare Filtrat wurde bei gewéhnlicher Temperatur Schwefelwasserstoff- 
gas bis zur Sittigung eingeleitet. Daf alles Blei quantitativ als Sulfid 
niedergeschlagen ist, ldBt sich daran erkennen, da die tiberstehende Lisung 
klar wird. Hierauf wurde sogleich filtriert und das Filtrat wiederum im 
Vakuum bei 50—55° bis zu einer Menge von 85 cem abdestilliert. Zu 
dieser Lisung wurden 20 cem Quecksilberchloridlésung gefiigt. Nach Ver- 
lauf einiger Minuten trat Triibung ein, welche sich immer mehr verdichtete, 
bis schlieBlich nach 36 stiindigem Stehen die Hauptmenge der komplexen 
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Verbindung von Kreatinin und Quecksilberchlorid als weiBer Niederschlag 
ausgefallen war. Nun wurde zentrifugiert und dekantiert. Um von an- 
haftenden anorganischen Salzen der Hauptsache nach zu befreién, wurde 
der Niederschlag 2mal mit je 5 ccm destilliertem Wasser in der Zentrifuge 
gewaschen und hiernach mit etwa 25 cem destilliertem Wasser in ein Erlen- 
meyerkélbchen gespiilt. In diese wiBrige Suspension wurde bei gewéhn- 
licher Temperatur unter mehrmaligem Umschiitteln Schwefelwasserstoff bis 
zur volistindigen Sittigung eingeleitet und dadurch die komplexe Queck- 
silberverbindung zersetzt und das Quecksilber als Sulfid ausgeschieden. 
Hiervon wurde abfiltriert und das Filtrat auf dem Wasserbad erwirmt, um 
hierdurch einerseits den iiberschiissigen Schwefelwasserstoff zu vertreiben, 
andererseits das Filtrat auf 20 cem einzuengen. Gleichzeitig wurden 
0,3 g Pikrinsiure in 8 ccm Alkohol gelést und diese heibe Lisung zu dem 
eingeengten Filtrat gefiigt. Nach 24 Stunden Stehen war ein gelber 
krystalliner Niederschlag ausgefallen, welcher abfiltriert und aus einer még- 
lichst geringen Menge heiBen Alkohols umkrystallisiert wurde. Das Krystallisat 
bestand aus gelben Nadeln mit einem Schmelzpunkt von 213° (unkorr.), 
welcher auch nach 2maligem Umkrystallisieren unveriindert blieb. Die 
Ausbeute betrug 50 mg. Der Mischschmelzpunkt mit Kreatininpikrat lag 
bei 2183—214°, zeigte also keine Depression. Eine kleine Probe der Sub- 
stanz gab eine intensive Rotfirbung mit alkalischer Pikrinsiiure. 


3,080 mg Subst.: 3,98 mg CO,, 0,73 mg H,O. — 2,515 mg Subst.: 
0,539 cem N (16°, 730 mm). 
C,H,N,0-C,H,N,0, Ber. C 35,09 H 2,92 N 24,56 
Gef. ,, 35,24 ,, 2,65 ,, 24,82. 


2. Isolierung von Kreatin aus Rinderserum. 3 Liter Serum 
wurden in der oben beschriebenen Weise mit Alkohol behandelt und das 
Filtrat durch Vakuumdestillation weitgehend von Alkohol befreit. Zu diesem 
eingeengten Filtrat wurde Carbo medicinalis ,,Merck“ gefiigt und durch 
4 Stunden auf der Schiittelmaschine geschiittelt. Vor der Behandlung mit 
Kohle wurde der Kreatiningehalt des Filtrates mit Hilfe der Jaffé schen 
Reaktion zu 20,7 mg bestimmt. Nachher betrug er 5,9mg. Es wurde 
sodann wieder mit Bleiacetat gefillt und weiter aufgearbeitet. Bei Zusatz 
von Quecksilberchlorid zu der entbleiten und eingeengten Lésung trat auch 
nach 48stiindigem Stehen kein irgendwie bemerkenswerter Niederschlag 
auf. Die quecksilberchloridhaltige Lésung wurde nun bis zu deutlich congo- 
sauerer Reaktion mit Salzsiiure versetzt und durch 3 Stunden auf dem 
Wasserbad erhitzt. Nach Abkiihlen wurde mit einem Uberschu8 von Blei- 
acetat gefillt, filtriert und das Filtrat wiederum mit Schwefelwasserstoff 
entbleit und eingeengt. Nach abermaligem Zusatz von Quecksilberchlorid 
und 24stiindigem Stehen war das zu Kreatinin umgewandelte Kreatin als 
komplexes Quecksilbersalz ausgefallen und wurde in der oben beschriebenen 
Weise weiter behandelt. Das schlieBlich durch Fillung mit Pikrinsiure erhaltene 
Krystallisat zeigte den Schmelzpunkt von 214° und gab mit Kreatinin- 
pikrat keine Depression. Die Ausbeute betrug 56,8 mg. 


Der Arbeitsgemeinschaft der Hochschullehrer Osterreichs 
danke ich fiir die wertvolle materielle Unterstiitzung der vorliegenden Arbeit. 
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Uber die Herkunft des Harnkreatinins. 
Von 


Miehael Karl Zacherl. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Graz.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Juni 1937.) 


Obzwar von der Niere gezeigt wurde, daB auch das intakte 
iiberlebende Organ nicht imstande ist, Kreatin in Kreatinin um- 
zuwandeln [Scaffidi’)], ziehen Behre und Benedict?) dennoch 
die Méglichkeit in Betracht, daB die Niere die Produktionsstitte 
des im Harn auftretenden Kreatinins sei. Sie tun das, da sie 
die Existenz von priformiertem Kreatinin bezweifeln. Auf welche 
Weise eine derartige Kreatininbildung innerhalb der Niere statt- 
finden sollte, geben die beiden Autoren allerdings nicht an. Zwar 
wurde seinerzeit eine fermentative Umwandlung von Kreatin in 
Kreatinin innerhalb der Niere mehrfach angenommen, doch ist 
diese Hypothese der enzymatischen Anhydrisierung des Kreatins 
durch eine ,,Kreatase“ oder ,,Kreatinase“ derzeit praktisch aus 
der Literatur verschwunden. 

Um zur Klarung dieser Frage beizutragen und um gleich- 
zeitig eine Stiitze meiner Annahme der Existenz von priformiertem 
Kreatinin im Blut zu erlangen, schien es mir zweckmifig, das 
Verhalten der Niere in situ gegeniiber jener Substanz zu unter- 


suchen, welche fiir die positive Jaffésche Reaktion des Blut- | 


filtrates verantwortlich zu machen ist. Die Versuche von Kay 
und Sheehan) sowie von Addis und Shevky‘), welche die 
exkretorische Funktion der Niere nach Injektion von Kreatinin, 
bzw. gegeniiber Harnstoff untersucht haben, legen die Annahme 
nahe, durch Untersuchung des arteriellen und vendsen Nieren- 





1) Arch. di Fisiol. 17, 147 (1915). 
2) J. of Biol. Chem. 52, 11 (1922). 
5) J. of Physiol. 79, 359 (1933). 

4) Amer. J. Physiol. 43, 363 (1917). 
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blutes dem physiologischen Vorgang in diesem Organ besonders 
nahe kommen zu kénnen. Sofern eine Abnahme des farbgebenden 
Korpers auf dem Weg durch die Niere zu beobachten wiire, be- 
rechtigte diese Tatsache wohl zu dem Schlu8, daB er als Exkret 
dieses Organs im Harn auch zu finden sein mub. Zieht man 
aber in Betracht, da8 im normalen Harn Kreatinin die einzige 
Substanz ist, welche mit alkalischer Pikrinsiure unter Rotfarbung 
reagiert, so stiinde damit wohl aufer Zweifel, daB der farbgebende 
Korper des Blutes mit dem Harnkreatinin in direktem Zusammen- 
hange steht. Kine tiber die Ausscheidung hinausgehende Funktion 
der Niere hinsichtlich des Kreatinins anzunehmen, scheint mir 
aber insolange unberechtigt, als es nicht gelingt, sie eindeutig 
nachzuweisen. 

Dabei ist nicht auBer acht gelassen, daB Linneweh') wie 
auch Lieb und Zacherl®) in gewissen pathologischen Harnen 
und fallweise im Harn von Graviden einen Kérper nachweisen 
konnten, der nach Jaffé positiv reagiert, welcher aber in Ather 
lislich und somit nicht als Kreatinin anzusehen ist. Es wurde 
von den genannten Verfassern ausdriicklich festgestellt, daB diese 
Substanz im normalen Harn nicht auftritt. AuBerdem wurde in 
mehrfachen Versuchen gezeigt, daB der farbgebende Kérper des 
Blutfiltrats in Ather unldslich ist. 

Ist es méglich, durch Untersuchung des arteriellen und venésen 
Nierenblutes die Niere als kreatininproduzierendes Organ aus- 
zuschlieBen, so ist damit zwangsliufig die Stitte der Kreatinin- 
produktion an anderer Stelle des Organismus zu suchen, von wo 
aus diese Substanz auf dem Blutweg die Niere erreicht. Als 
solche Stellen werden in der Literatur vor allem die Muskulatur, 
aber auch die Leber und andere Organe genannt, ohne daB es 
gelungen wire, dariiber ein sicheres Urteil abzugeben. 

Wir haben unsere Versuche sowohl an einem Hund wie 
auch an einer Reihe von Kaninchen durchgefihrt. Die erhaltenen 
Ergebnisse beziehen sich auf Oxalatblut und auf Serum. Die 
Versuchstiere wurden in Athernarkose median laparotomiert und 
die Niere mit ihren GefaiBen freigelegt. Die Vena renalis wurde 
gegen die Vena cava inferior abgeklemmt, um bei der Punktion 
ein Zuriicksaugen von venédsem Blut hintanzuhalten. Hierautf 
wurde sofort punktiert, um eine Schidigung der Niere durch die 
Blutstauung zu vermeiden. Das entnommene Blut (5—10 ccm) 


°) Klin. Wschr. 1934, I, 589. 6) Diese Z. 232, 41 (1985). 
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wurde zum Teil sofort nach Folin enteiweiBt, zum ‘Teil vorher 
himolysiert, zum Teil aber bis zur erfolgten Gerinnung stehen- 
gelassen. Nach der Punktion der Vene wurde diese gegen die 
Niere hin abgebunden, um gréfere unnétige Blutverluste zu ver- 
meiden. Da die Arteria renalis meistens zu klein ist, um leicht 
und sicher punktiert zu werden, wurde sie durchtrennt und aus 
dem zentralen Stumpf abermals Blut zur Untersuchung aufgefangen. 
Wenn irgend méglich, haben wir es aber vorgezogen, auch bei 
der Arterie das Blut durch Punktion zu entnehmen. Die Arterie 
wurde sodann zentralwirts versorgt und die Niere nach Abbinden 
des Ureters enucleiert und exstirpiert. — Es handelte sich durchweg 
um gesunde und erwachsene Versuchstiere. Bis auf einen Fall 
haben sie den schweren Eingriff nach kurzer Frist wieder iiber- 
wunden*), 


























. he Untersuchtes Arteria renalis Vena renalis 
Vensucnetion Material mg-°/, Kreatinin | mg-°/, Kreatinin 
Hund himolysiertes 1,43 0,37 
Blut 
Kaninchen nicht himolysiertes 2,10 1,98 
Blut 
- Serum 1,33 1,00 
i Serum 1,22 1,05 
Serum 1,54 0,81 











Da8 aber ein solcher Unterschied nicht dadurch bedingt ist, 
da es sich in einem Fall um arterielles, im anderen um vendéses 
Blut handelt, geht daraus hervor, dafb in einem weiteren Versuch 
sowohl in der Arteria renalis wie in der Vena portae 1,33 mg-°/, 
Kreatinin gefunden wurden. 


Unsere Ergebnisse, die dahin zusammengefaBt werden kénnen, 
daB der Gehalt des venédsen Nierenblutes in jedem Fall geringer 
ist als der des arteriellen, stehen im Einklang mit den Ergeb- 
nissen von Goudsmit’), dessen Mitteilung erschien, wiihrend wir 
mit diesen Versuchen beschiftigt waren. Der genannte Verfasser 
geht gleichfalls von der Annahme von Behre und Benedict 
(a, a. O.) aus, daB Kreatinin héchstens spurenweise im Blut vor- 
handen sei. Gegenstand seiner Untersuchungen ist die Beziehung 
des ,,farbgebenden Materials“ im Blutfiltrat zum Kreatinin des 


*) Frau Dr. M. Zacherl und Herrn cand. med. A. Hada danke ich 
fiir ihre Mithilfe bei den Versuchen. 
’) J. of Biol. Chem. 115, 613 (1936). 


























Untersuchungen iiber den Kreatin- und Kreatininstoffwechsel. VY. S3 





Harnes. Als Versuchstiere verwendete er Hunde, die vorher 
kreatininfrei ernihrt wurden. 

Unter Zugrundelegung einer 20°/,igen Ausscheidung von exogenem 
Kreatinin [van Slyke, Hiller und Miller’)} und Beriicksichtigung der 
Tatsache, daB das Volumen des Plasmas etwa 55°/, des Gesamtblutvolumens 
betriigt, errechnet er eine Ausscheidung von 11°/, des etwa im Blut vor- 
handenen Kreatinins bei einer Passage durch die Niere. Da aber nur '/, 
der von Behre und Benedict im Blut angenommenen Kreatininspuren, 
offenbar zur Erkliirung der Menge des Harnkreatinins nicht ausreicht, muB 
die Niere entweder befihigt sein, Kreatinin aus irgendeiner Ausgangs- 
substanz zu bilden, oder die Menge des im Blut vorhandenen Kreatinins 
muB eine erheblich gréBere sein, als sie von Behre und Benedict an- 
genommen wird. 
| Goudsmit stellte sich nun die Aufgabe, die Differenz des arteriellen 
und des vendsen, die Niere verlassenden Blutes hinsichtlich seines Gehaltes 
an farbgebendem Material zu untersuchen. Wiederum auf Grund von Be- 
rechnung aus durchschnittlicher Kreatininausscheidung und durchschnitt- 
licher Durchstrémung der Niere mit Blut erwartet er eine Mengendifferenz 
von ungefihr 0,11 mg-°/, Kreatinin. Er gibt an, dab eine Differenz solcher 
GréBenordnung das Fiinffache des maximalen Fehlers darstelle, welcher bei 
Kreatininbestimmungen mit Hilfe des von ihm angegebenen*) photoelek- 
trischen Photometers einzuhalten sei. 

Durch Einfiihrung einer Kaniile in die linke Femoralarterie und — 
nach Ligatur der Vena cava distal von der Miindung der Vena renalis — 
Einfiihrung einer Kaniile in die Vena cava inferior ist die Méglichkeit fort- 
laufender Entnahme der beiden Blutsorten gegeben. Diese erfolgt gleich- 
zeitig mit einer Gewinnung entsprechender Harnmengen durch Katheteri- 
sieren der Blase. Der Verfasser gibt an, unter diesen Bedingungen die 
Nierenfunktion ungestért erhalten zu kénnen. 

Die Kreatininbestimmung in Harn und Blut erfolgt in der iiblichen 
Weise. Die Messung in dem erwihnten Photometer wird durch Inter- 
polation der Blutproben zwischen einem niedrigeren und einem héheren 
Kreatininstandard durchgefiihrt und das Mittel der Ablesungen zur Berech- 
nung verwendet. Die mitgeteilten Versuchsergebnisse zeigen im Durchschnitt 
die erwartete Differenz von etwa 11°/, zwischen dem Gehalt an farbgeben- 
dem Material im arteriellen und vendsen Nierenblut. Damit ist zweifellos 
der engste Zusammenhang zwischen farbgebendem Material des Blutfiltrates 
und Harnkreatinin erwiesen. 


Ks ergibt sich nunmehr die Frage, wodurch die von mir 
beobachteten, in einzelnen Fallen bedeutend gréBeren Differenzen 
zu erkliren sind. Zu deren Beantwortung muf vor allem darauf 
hingewiesen werden, da8 bei Kreatininbestimmungen mit Hilfe 
des Pulfrich-Photometers in einem Konzentrationsbereich von 
1—2 mg-°/, Kreatinin unméglich eine solche Genauigkeit zu er- 
zielen ist, wie Goudsmit sie mit seinem Apparat zu erreichen 


8) Amer. J. Physiol. 113, 611 (1985). 
*) J. of Biol. Chem. 111, 421 (1935). 
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angibt. Ich habe eine Reihe von Kreatininlésungen, deren Gehalt 
mir vor der Analyse unbekannt war und sich in den einzelnen 
Proben nur in geringem MaBf unterscheidet, mit dem Pulfrich- 
Photometer untersucht. Dabei konnte ich in Ubereinstimmung 
mit den schon in der ersten Mitteilung}°) veréffentlichten Angaben 
feststellen — wie aus der folgenden Tabelle ersichtlich ist —, 
daB die kleinste, noch mit dem erforderlichen MaB von Sicherheit 
festzustellende Differenz etwa 0,1 mg-°/, Kreatinin betrigt. 























ar 0 mg-°/, Krea- mg-°/, Krea- 
Nr. D “le tinin gefunden tinin berechnet 
1 90 1,00 1,00 
2 88 1,22 1,20 
3 88 1,22 1,24 
4 86,5 1,38 1,36 
5 85 1,54 1,48 
6 84 1,65 1,60 











Diese Differenzen, deren Ablesung an der Trommelschraube 
des Photometers nur etwa einen Teilstrich ausmacht, zeigen, daf 
die Empfindlichkeit dieser Messungen um mehr als eine Zehner- 
potenz geringer ist, als sie mit Hilfe des photoelektrischen Objektiv- 
colorimeters von Goudsmit zu erzielen ist. Leider war es mir 
nicht médglich, meine Untersuchungen mit einem Apparat von 
der Art des Goudsmitschen nachzupriifen. 

Zweifellos ergeben jedoch auch meine Versuche, daB das 
Blut auf dem Weg durch die Niere einen Teil seines Gehaltes 
an chromogenem Material verliert. Ich kann mich daher auch 
hinsichtlich des Kaninchens der Meinung von Goudsmit an- 
schlieBen, daB das im Harn erscheinende Kreatinin seinen Ursprung 
von der Jaffé-positiven Substanz des Blutes herleitet. Ganz ab- 
gesehen von der in der vorhergehenden Mitteilung '!) beschriebenen 
Isolierung des Kreatinins aus Blutserum deuten auch diese Er- 
gebnisse auf die Tatsache, dab Kreatinin priformiert im Blut 
vorhanden ist. Jedenfalls ist damit nachgewiesen, dab die Pro- 
duktionsstitte des Kreatinins nicht in der Niere, sondern an 
anderen Stellen des Organismus zu suchen ist, von wo aus diese 
Substanz auf dem Blutweg die Niere erreicht. 


Der Arbeitsgemeinschaft der Hochschullehrer Osterreichs 
danke ich fiir die wertvolle materielle Unterstiitzung der vorliegenden Arbeit. 


10) Diese Z. 223, 174 (1934). 11) Diese Z. 248, 69 (1937). 
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Die fermentative Spaltung von 6-Halohydrin--d-glucosiden 
und verwandten Verbindungen. 






Von 
LB. Helferich, S. Griinler und A. Gniichtel. 


Mit 1 Figur im Text. 








(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitit Leipzig.) 








(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juni 1937.) 






















be Die Wirksamkeit glucosidspaltender Fermente, speziell der 

al} 8-Glucosidase des SiiBmandelemulsins, wird durch Anderungen im 

= Zuckeranteil des Substrats stark beeinfluBt, ohne daB aber alle 

1 solche Anderungen diese Wirksamkeit véllig aufheben. So ist be- 

ur kannt, daB der Ersatz des 6-Hydroxyls in f-d-Glucosiden durch 

on Wasserstoff?), durch Brom *) oder durch Methoxyl*) die Spaltbarkeit 
durch Si&{mandelemulsin zwar stark veriindert, aber auch im letzten 

as Fall nicht véllig zum Verschwinden bringt, wiihrend am 6-Tosyl- 

es ester des Vanillin-7-d-glucosids keine Spaltbarkeit mehr nach- 

ch eewiesen werden konnte’). 
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se Die vorliegende Arbeit versucht, dieses Problem etwas syste- 


matischer als bisher anzufassen. Da nach unserer bisherigen Kenntnis 
Vanillin-@-d-glucosid am schnellsten von allen Glucosiden durch 
SiBmandelemulsin gespalten wird®), wurde, soweit irgend méglich, 
auch in der yorliegenden Arbeit das Vanillin als Aglucon gewahlt. 
Ks wurden von ihm die Verbindungen mit Glucose-6-chlorhydrin, 
-6-bromhydrin und -6-jodhydrin hergestellt. Ja, es gelang auch, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVITI. 7 
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die entsprechende Verbindung des Glucose-6-fluorhydrins zu ge- 
winnen auf einem Wege, dessen Verdffentlichung einer spiiteren 
Arbeit vorbehalten bleibt. Um die Spaltbarkeit dieser Substrate 
in vergleichbarer Weise zu bestimmen, muBte wegen der Schwer- 
léslichkeit des Jodhydrins in sehr verdiinnter Lésung (III) ge- 
arbeitet werden. Diejenige Menge des Substrats, der 40 mg Phenol- 
glucosid iquivalent ist, wurde in 100 ccm Puffer gelést (nicht wie 
sonst in 2ccm) und dazu 50 ccm Fermentlésung gegeben. Bei so 
verdiinnten Lisungen war eine Verfolgung der fermentativen Spal- 
tung durch Beobachtung der Drehung nicht mehr méglich. Es 
muBte reduktometrisch, und zwar nach Bertrand mit Fehling- 
scher Liésung gearbeitet werden. 

Fiir eines der Substrate, das Vanillin-?-d-glucosid-6-fluor- 
hydrin [Schmelzp. 181—182° (korr.), [@]** = — 48,6° in Pyridin], 
war aber diese Methode nicht anwendbar, weil es durch Fehling- 
sche Lisung in der Siedehitze sehr rasch gespalten wird und 
daher ebenso stark reduziert wie das freie Glucose-6-fluorhydrin. 
Die Spaltungsgeschwindigkeit konnte bei einer héheren Konzen- 
tration (II) und damit polarimetrisch bestimmt werden. Auf die 
niedrige Konzentration (III) der anderen Substrate wurde, um 
einen vergleichbaren Wert auch fiir das Fluorhydrin zu bekommen, 
extrapoliert, auf Grund der Spaltung des Vanillin--d-glucosids 
bei den verschiedenen Konzentrationen. SchlieBlich wurde auch 
das Vanillin-f-d-isorhamnosid hergestellt und untersucht [bei der 
friiher iiblichen Konzentration (l)|. Es ist unerwarteterweise 
weniger schnell spaltbar als das Glucosid. Eine Erklirung dafiir 
steht noch aus. 

Um fiir die friiher bei einer wesentlich héheren Konzentration (I) 
bestimmten Wertigkeiten den Anschlub zu bekommen, wurde auch 
das Phenol-@-d-glucosid-6-fluorhydrin hergestellt (nach einem eben- 
falls spiiter zu beschreibenden Verfahren). Schmelzp. 148—149° 
(korr.); [@]?* = — 79° in Wasser. 

Die folgende Tabelle, Spalten 5—9, gibt die Ubersicht iiber 
die alten und neuen Resultate (Wertigkeiten). 

Konzentration I: 40 mg Phenolglucosid (oder eine iiqui- 
valente Menge) in 3 ccm Bestimmungsgemisch. 

Konzentration II: Die gleiche Menge Substanz wie bei | 
in 12 ccm Bestimmungsgemisch. 

Konzentration III: Dieselbe Menge Substanz in 150 ccm 
Bestimmungsgemisch. 
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r £E*e Pete] s 6 Yi ¢1 3 
Substituent , Phenol-glue.- Vanillin-gluc.- 
am Vol. | Para-| Lin. Konzentration Rosmaeasion 
[Biltz’)]] chor *) | Ausd.'°) |}-——-— — a - 
6-C-Atom I Ul I | Wl III 
-H 5,8 | 17,1 | 1,21 | 0,56%) 8 
—OH 9,4 | 31,3 | 2,53 | 0,8 0,82 | 185 | 26 | 39 
anil 15,9%)1 25,7 | 1,89 | 0,03 4 | (6)*) 
y 16,5 | 54,3 | 2,61 2.5 
—Br 19,5 | 68 2.84 | 0,003%) | 15 
OCH, | 24,4 | 76,1 | 4,07 | 0,00234) | 
ond 24,3 | 91 3,15 | 0,17 

















*) Extrapoliert. 


Die gewonnenen Ergebnisse legen es nahe, Regeln zwischen 
der Verminderung der Spaltbarkeit und dem Substituenten am 
6-Kohlenstoffatom des Substrats zu suchen. Wie die Spalten 1—3 
der Tabelle zeigen, vermindert sich meist die Spaltbarkeit des 
Substrats mit steigendem ,,Volumen“ des Substituenten. Diese 
Regel gilt bei den bisher angefiihrten Fallen, wenn als ,, Volumen“ 
des Substituenten die Zahlen von Biltz*) eingesetzt werden (Spalte 2). 
Kine Ausnahme bildet nur die Methoxylgruppe, deren Volumen 
etwa gleich dem des Jods ist, wihrend die allerdings etwas un- 
sicher bestimmte Spaltbarkeit des entsprechenden Glucosids unter 
der der Jodverbindung liegt. Setzt man als MaB fiir das Volumen 
des Substituenten den Parachor®) (Spalte 3) ein, so fillt die 
Hydroxylgruppe aus der Reihe heraus (zu grofes Volumen), wahrend 
bei den anderen Substituenten die Reihenfolge entsprechend der 
oben angegebenen Regel stimmt. Das gleiche gilt fiir die Werte 
der Spalte 4, die sich (etwa entsprechend den Molekiilmodellen 
von Stuart) aus Kernabstaénden und Wirkungsradien der Sub- 
stituenten!*) (linear, also nicht als Volumen) errechnen lassen. 

Die Figur gibt sogar hea : 

| 





eine GesetzmiBigkeit in erster 
Anniiherung wieder: ‘Trigt 
ian auf einer Koordinate 
die Logarithmen der Wertig- 
keit der Vanillin - derivate 
liir vergleichbare Konzentra- 
tionen (IIT)], auf der anderen 
das Volumen der Substituen- 
ten in der 6-Stellung (nach 


—Y inti anata 




































88 B. Helferich, 8S. Griinler und A. Gnichtel, 


Biltz) ein, so kann durch die Punkte angeniihert eine gerade 
Linie gelegt werden. 

Durch Extrapolation kann man rechnerisch oder graphisch 
aus dieser Figur auf die Spaltbarkeit schlieBen, die, unter gleichen 
Bedingungen, Vanillin-@-d-glucoside mit anderen Substituenten in 
6-Stellung aufweisen sollten. Die Wertigkeit fiir den 6-'Tosylester) 
liegt weit unterhalb der mit den bisherigen Mitteln nachweisbaren 
Grenze. Das Substrat muB also als ,,unspaltbar“ bezeichnet werden. 
Ahnliche Resultate erhiilt man bei Extrapolation auf die Methan- 
sulfonyl-gruppe, bei der sich im Experiment ebenfalls keine Spal- 
tung nachweisen lieB!}). SchlieBlich kann auch darauf hingewiesen 
werden, daB nach der entwickelten riiumlichen Anschauung der 
Eintritt eines Zuckerrestes in 6-Stellung die Spaltbarkeit aufhebt, 
dab es also verstiindlich wird, warum eine Spaltung von f-d-Gentio- 
biosiden in Aglykon und Gentiobiose durch SiBmandelemulsin 
nicht beobachtet werden konnte !%). 

Die Spaltbarkeit eines Glucosids durch eine Glucosidase, 
z. b. der f#-d-Glucoside und ihrer Derivate mit SiBmandelemulsin, 
ist sicher ein Vorgang, der qualitativ und quantitativ von einer 
Reihe verschiedener Faktoren abhiingig ist. Die oben mitgeteilten 
experimentellen Ergebnisse und theoretischen Krérterungen sprechen 
trotz ihrer Liickenhaftigkeit und Ungenauigkeit fiir den starken 
KinfluB riumlicher Faktoren. Im AnschluB an vor kurzem ge- 
iiuBerte Ideen®) sei im folgenden diese Anschauung weiter ent- 
wickelt, die uns, zum mindesten zuniichst als Arbeitshypothese, 
Wert zu haben scheint. Auch hier wollen wir uns ausdriicklich 
auf das SiiBmandelemulsin beschrinken, trotzdem naturgemiil 
eine Ausdehnung auf alle anderen glykosidspaltenden Fermente 
durchaus midglich ist, ja sogar nahe liegt. Zu iihnlichen An- 
schauungen haben schon friiher andere Versuche und Uberlegungen 
von H.v.Kulerund K.J osephsen bei anderen Fermenten gefiihrt }*). 

Der Spaltung eines Glucosids durch ein Ferment gelit nach 
begriindeten Annahmen eine Anlagerung des Glucosids an das 
Ferment voraus. Ob und wie diese Anlagerungsverbindung als 
chemische Verbindung oder als Adsorption aufzufassen ist, soll 
Iuer nicht erértert werden, zumal beide Anschauungen zu gleich- 
wertigen quantitativen Ausdriicken fiihren!) und wahrscheinlich 
auch sachlich so gut wie keine Unterschiede zeigen. Als gerichtet 
aber kann man diese Anlagerung des Glucosids an das Ferment 
auffassen, damit die zu spaltende glucosidische Bindung in un- 
mittelbare Nihe der spaltenden Gruppe des Ferments, der 
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,spaltgruppe* — also beispielsweise einer Siiuregruppe, einer 
salzbildenden“!*) Gruppe —, kommt. Diese Spaltgruppe (Siure- 
cruppe?) kann man sich unspezifisch denken, etwa in dem Mabe 
wie eine Siure bei der Siiturespaltung des Ferments. Den wesent- 
lichen Grund fiir die wechselnde Affinitiit und damit fiir die 
Spezifitiit sehen wir in dem Bau desjenigen Fermentteils, der das 
Substrat zur gerichteten Anlagerungsverbindung bindet, der binden- 
den Gruppe im Ferment, der Haftgruppe. 


Da die Spaltbarkeit von f-d-Glucosiden durch Sii®mandel- 
emulsin sehr viel stirker durch Anderung im Zuckerteil des 
Glucosids beeinfluBt wird als durch Anderungen im Aglucon, so 
scheint es uns naheliegend, den Zuckerteil des Glucosids als den- 
jenigen Teil anzusehen, der sich an die Haftgruppe des Ferments 
anlagert. Einerlei ob diese Anlagerung als gerichtete Adsorption 
oder als Molekiilverbindung usw. aufgefafit wird (z. B. verursacht 
durch Assoziationskrifte freier Hydroxyle oder durch Kriifte, wie 
sie die Molekiile im Krystallgitter zusammenhalten), immer ist es 
leicht vorstellbar, daB riiumliche Anderungen im gebundenen 
Glucosid einen starken EinfluB auf die Méglichkeit der Ferment- 
substrat-Verbindung, auf die Konzentration dieser Fermentsubstrat- 
Verbindung im Spaltgemisch, ausiiben. (beim Eintritt stark basischer 
oder stark saurer Gruppen kommen zu den sterischen Hinfliissen 
noch andere, unter Umstiinden stiirkere hinzu.) 


Ist durch Eintritt von Substituenten eine Volumvermehrung 
in der 6-Stellung, d.h. auBerhalb des Pyranrings vom Zucker- 
anteil, eingetreten, so fiihrt diese Volumvermehrung erst von einer 
gewissen GréBe ab dazu, daB sich iiberhaupt keine Bindung des 
Pyranoserings vom Glucosid an die Haftgruppe im Ferment, also 
keine Fermentsubstrat-Verbindung (in  praktisch geniigender 
Konzentration) ausbilden kann. Bis zu diesem Punkt bleiben die 
6-Substitutionsprodukte der #-d-Glucoside — wenn auch in immer 
geringerem MaBe — nachweislich spaltbar. So lassen sich die 
Versuche dieser Arbeit deuten. 


Kine mégliche experimentelle Ergiinzung dieser Anschauung 
wird es bilden, zu untersuchen, ob Volumveriinderungen im Pyran- 
ring eines f-Glucosids, also am 2,3- oder 4-Kohlenstoflatom, die 
Méglichkeit zur Bildung einer Fermentsubstrat-Verbindung und 
damit die Spaltbarkeit stiirker herabsetzen als in 6-Stellung. Kin 
erster Befund in dieser Richtung liegt in der Unspaltbarkeit des 
3-Methylithers vom Phenol-f-d-glucosid vor’). 








90) B. Helferich, 8S. Griinler und A. Gniichtel, 


DaB sterische Faktoren auch im Aglucon eine Rolle spielen 
kénnen, vor allem dann, wenn sie geniigend nahe der glucosidischen 
Bindung liegen, dafiir liegt ein interessantes und wichtiges Bei- 
spiel im Befund von St. Veibel vor, dessen Trimethyl-carbinol- 
f-d-glucosid nur noch duBerst langsam von SiiSmandelemulsin 
gespalten wird }*), Hier ist auch — so darf man es vielleicht er- 
kliren — der Platz fiir die Anlagerung des Zuckers im Glucosid an 
die Haftgruppe des Ferments durch die unmittelbare Nihe der 
drei Methylgruppen zur glucosidischen Bindung stark verkleinert. 
Es wird daher im Spaltgemisch wesentlich seltener als bei gewohn- 
lichen Glucosiden zu einer Fermentsubstrat Verbindung kommen. 

Die entwickelte Arbeitshypothese gibt eine Reihe von Méglich- 
keiten zur weiteren experimentellen Priifung. Sie stellt auberdem 
die Frage nach der chemischen Natur der Haftgruppe im Ferment: 
ja, sie legt, so scheint es uns, auch eine Antwort auf diese Frage 
nahe, niimlich die bindende Gruppe des Ferments als einen dem 
Zuckeranteil des Glucosids konstitutionell und sterisch nahe- 
stehenden substituierten Pyranring, als einen im Ferment ge- 
bundenen Zucker aufzufassen. Es soll an anderer Stelle auf diese 
Annahme eingegangen werden. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir 
Unterstiitzung bei dieser Arbeit zu ergebenem Dank verpflichtet. 


Substrate. 


Vanillin-§-d-glucosid-6-chlorhydrin. Es werden 0,28 g Kalium- 
hydroxyd (4 Mol), 1,5 cem Wasser, 0,8 ccm Vanillin (4,1 Mol) und 1,5 cem 
Aceton zu einer homogenen Lésung vermischt. Zu ihr werden 0,5 g Aceto- 
bromglucose-6-chlorhydrin '’) (1 Mol), gelést in 2 cem Aceton, hinzugegeben. 
Der dabei zum Teil ausfallende Acetobromzucker wird durch Schiitteln 
auf der Maschine (etwa 8 Stunden) in Lisung gebracht, die braun gefiirbte 
Lésung noch weitere 16 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt, dann 
mi: benzol aufgenommen, mehrfach mit Wasser und mit verdiinnter Natron- 
lauge (bis zur vélligen Entfernung des iiberschiissigen Vanillins) und wieder 
mit Wasser gewaschen, die Benzolschicht mit Calciumchlorid getrocknet 
und das Benzol unter vermindertem Druck bei héchstens 46° Badtemperatur 
verdampft. Der dabei zuriickbleibende Sirup krystallisiert beim Anreiben 
mit wenig Alkohol in gelinder Wiirme. Durch Umkrystallisieren aus 10 eem 
gewohnlichem Alkohol, dann nochmals aus 8 ecm gewoéhnlichem Alkohol 
erhilt man das Triacetyl-vanillin-¢-d-glucosid-6-chlorhydrin in weiben 
Blittchen vom Schmelzp. 141° (nach geringem Sintern). Ausbeute 0,35 ¢ 
(59°/, d. Th.). 

4,801 mg Subst.: 1,561 mg AgCl. 

CypHesC,oCl (458,64) Ber. Cl 7,73 Gef. Cl 8,04. 

(oj! =— 0,78 x 3,074/0,0305 x 1 x 1,482 = — 53,0° (Chloroform). 








{> 
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Die Substanz zeigt die Kigenschaften und Léslichkeiten acetylierter 
Glucoside. 

Die Entacetylierung liBt sich glatt in Methanol mit einer Spur Natrium- 
methylat durchfiihren (10 Minuten lang kochen). Durch Zusatz von 5 eem 
warmem Wasser und Abkiihlen in Eis erhilt man das freie Vanillin- 
6-d-glucosid-6-chlorhydrin in krystalliner Form. Umkrystallisieren aus etwa 
10 Teilen heiBen Wassers liefert, in einer Ausbeute yon etwa 70°/,, die 
Substanz mit 1 Mol Krystallwasser, das bei 78° iiber P,O; und stark ver- 
mindertem Druck rasch entweicht. 

0,6937 g Subst.: 0,0353 g Trockenverlust. 
Ber. H,O 5,14 Gef. H,O 5,10. 

Die wasserfreie Substanz schmilzt nach geringem Sintern bei 162—164°. 

8,478 mg Subst.: 6,447 mg CO,, 1,616 mg H,O. — 3,978 me Subst.: 
1,724 mg AgCl. 

C,,H,,0,C1 (832,60) Ber. C 50,51 H 5,15 Cl 10,66 
Gef. ,, 50,55 Dd 16 , 10,72. 
[a}2! = — 0,85 x 2,276/0,0280 x 1 x 0,982 =— 85,5° (Pyridin). 


Die Substanz ist leicht léslich in Pyridin und heiBem Wasser, weniger 
in Alkohol und Essigester, praktisch unldslich in Chloroform, Aceton und 
Ather. Die bei 30° gesiittigte wiBrige Lésung enthiilt 0,28 Gewichtsprozente. 
Die glucosidische Bindung der Substanz ist alkaliempfindlich; die Substanz 
reduziert Fehlingsche Lésung langsam beim Kochen. 


Vanillin-§-d-glucosid-6-bromhydrin. Die Triacetylverbindung wird 
analog dem Chlorhydrin aus Acetodibromglucose gewonnen und durch 
Umkrystallisieren aus etwa 8 Teilen gewoéhnlichem Alkohol gereinigt. 
Schmelzp. 146—148°. 

4,824 mg Subst.: 1,870 mg AgBr. 

C,)H,,0;.Br (503,10 Ber. Br 15,89 Gef. Br 16,49. 
foc}t}® = — 0,85 x 2,814/0,0277 x 1 x 1,483 = — 58,1° (Chloroform). 


Die Entacetylierung erfolgt ebenfalls wie beim Chlorhydrin. Nur wird 
diesmal die ganz schwach alkalische Methanol-Lésung zur Trockne ver- 
dampft, der Riickstand mit etwa 15 Teilen eines Gemisches von Essigester 
und Methanol (15:1) durch Erwiirmen aufgenommen, die schwach gefiirbte 
Liésung mit Tierkohle entfirbt und abgekiihlt. Die auf diese Weise krystallin 
gewonnene und nochmals ebenso umkrystallisierte Substanz schmilzt bei 
1S1--182°. Dariiber zersetzt sie sich rasch. 

Die wie oben umkrystallisierte Substanz enthilt 1 Mol Krystallmethanol, 
das bei 78° unter vermindertem Druck iiber P,O; rasch abgegeben wird. 

0,3292 g Subst. (lufttrocken): 0,0262 g 'Trockenverlust. 

Ber. Methanol 7,83 Gef. Methanol 7,96. 

Beim Umkrystallisieren aus Wasser enthiilt die Substanz 1 Mol Krystall- 

wasser und schmilzt bei 170—171°. 


3,749 mg Subst.: 6,105 mg CO,, 1,545 mg H,O. — 5,261 mg Subst.: 
2,628 mg AgBr. 
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C,,H,,0,Br (377,06) Ber. © 44,56 3H 4,55 Br 21,20 
Gef. ,, 44,41 ,, 4,62 » me. 


[o],° = — 0,89 x 2,425/0,0249 x 1 x 0,791 = — 110° (gew. Alkohol). 


Die Substanz lést sich in Alkohol, Pyridin und KEssigester. Sie ist 
schwer léslich in Chloroform, Aceton und Ather. Die bei 30° gesiittigte 
wiBrige Lésung enthilt 0,20 Gewichtsprozent der krystallwasserhaltigen 
Substanz. Die Verbindung ist alkaliempfindlich und reduziert in der Siede 
hitze langsam Fehlingsche Lésung. 


Vanillin-§-d-glucosid-6-jodhydrin. Eine Lisung von 1 g Triacety] 
vanillin-§-d-glucosid-6-bromhydrin (vgl. oben) und 4,5 g wasserfreiem Natrium- 
jodid in 20 cem absolutem Aceton wird 3 Stunden lang auf 100-—120° er- 
hitzt. Die erkaltete Lésung wird vom ausgeschiedenen Natriumbromid ab- 
filtriert, das Filtrat unter vermindertem Druck zur Trockne verdampft, die 
zuriickbleibende Krystallmasse in 8 cem Methanol aufgenommen und die 
Lésung nach Entfiirben mit Tierkohle unter Kiskiihlung allmiihlich mit 
4ecem Wasser versetzt. Das Triacetyl - vanillin-6-d-glucosid -6-jodhydrin 
krystallisiert dabei in feinen Nadeln aus. Nach Umkrystallisieren aus 20 ecm 
Alkohol von 65 Volumprozent schmilzt es bei 186—138°. 


5,239 mg Subst.: 2,283 mg AgJ. 
C,,H,,0,,J (550,10) Ber. J 23,07 Gef. J 23,56. 
(o}i,° = — 0,98 x 2,439/0,0239 x 1 x 1,486 = — 67,3° (Chloroform). 


Die Entacetylierung wird wieder mit einer Spur Natriummethylat in 
Methanol durch kurzes Kochen herbeigefiihrt. Der nach Verdampfen des 
Methanols verbleibende Riickstand wird zuniichst aus etwa 20 Teilen eines 
Gemisches von Essigester und Methanol (8:1), dann nochmals aus etwa 
60 Teilen Wasser umkrystallisiert. Das freie Glucosid schmilzt bei 205—207° 
unter Zers. Die frisch aus Wasser umkrystallisierte Substanz enthiilt an- 
scheinend 2 Mol Krystallwasser, von denen eins leicht, eins erst bei hoéherer 
‘Temperatur unter vermindertem Druck (78°, P,O,) abgegeben wird. 

0,1576 g Subst. (exsiccatortrocken): 0,0063 g Trockenverlust. 

Ber. H,0 4,07 Gef. H,0O 3,99. 

4,659 mg Subst.: 6,790 mg CO,, 1,710 mg H,O. — 3,658 mg Subst.: 
2,028 mg AgJ. 

C,,H,,0,J3 (424,06) ger. COC 39,62 H 4,04 J 29,93 
Gef, ,, 39,76 » aad 99 29,97 . 

fol® = — 1,12 x 8,570/0,0351 x 1 x 0,9825 = — 116° (Pyridin). 

Die Léslichkeiten gleichen denen des Chlor- und des Bromhydrins. 
Die bei 30° gesiittigte wiBrige Lisung enthilt 0,18 Gewichtsprozent der 
krystallwasserhaltigen Substanz. Auch das Jodhydrin reduziert in der 
Hitze langsam Fehlingsche Lésung. 


Vanillin-f-d-isorhamnosid. Die Kondensation zur Triacetyl-Ver- 
bindung erfolgt in ihnlicher Weise wie beim entsprechenden Glucose- 
6-chlorhydrin (vgl. oben). Eine Mischung von 9,28 g Kaliumhydroxyd 
(4,4 Mol), 1,5 cem Wasser, 0,8 g Vanillin (4,6 Mol) und 1 cem Aceton wird 
mit einer Liésung von 0,4 g Acetobrom-d-isorhamnose [1 Mol]'’) in 2 ecem 
Aceton (schwaches Anwiirmen) versetzt. Dabei fillt ein Teil der Acetobrom- 
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Verbindung wieder aus. Nach 7 stiindigem Schiitteln (auf der Maschine) 
hat sich als neuer Niederschlag ein Teil der Triacetyl-Verbindung ab- 
ceschieden. Durch EingieBen in 100 cem Eiswasser wird diese Abscheidung 
vervollstindigt. Das so erhaltene Rohprodukt wird bis zum Verschwinden 
der alkalischen Reaktion mit Wasser gewaschen und dann aus einem Ge- 
misch von 20 ccm gewohnlichem Alkohol und 10 cem Wasser umkrystalli- 
siert. Ausbeute 0,37 g, Schmelzp. 179—181°. 


5,287 mg Subst.: 10,994 mg CO,, 2,602 mg H,0. 
CoHy,Or9 (424,19) Ber. C 56,58 H5,70  Gef. C 56,71 H 5,51. 
[a}i® = — 0,46 X 2,341/0,0231 x 1 x 1,483 = — 31,5° (Chloroform). 


Die Substanz zeigt die Léslichkeiten der Acetylzucker. 

Die Entacetylierung wird mit Natriummethylat in Methanol durch- 
cefiihrt. Der nach dem Verdampfen des Methanols zuriickbleibende Riick- 
stand wird in Essigester unter Zugabe einiger Tropfen Methanol warm 
gelist, die Lésung filtriert und vorsichtig mit Petrolither bis zur eben 
bleibenden Triibung versetzt. Bei liingerem Aufbewahren scheidet sich 
das Isorhamnosid in feinen Nadelbiischeln aus. Schmelzpunkt des 2 mal 
unkrystallisierten und bei 56° tiber P,O, unter vermindertem Druck kon- 
stant getrockneten Produktes 162—165°. 

4,644 mg Subst.: 9,562 mg CO,, 2,522 mg H,0O. 

C,,H,,0, (298,14) Ber. C 5635 H608 Gef. C 56,15 H 6,08. 
[a]2° = — 0,87 x 1,991/0,0203 x 1 x 1,002 = — 85,2° (Wasser). 


Die Substanz lést sich leicht in Wasser, Methanol und Athanol, weniger 
leicht in Essigester. Beim Erwiirmen in Alkali tritt ziemlich rasch Hydro- 
lyse ein (Fehlingsche Loésung). 


Spaltungen. 


Da die 6-Halohydrine des Vanillin-§-d-glucosids in Wasser nur mabig 
léslich sind, so konnte die iibliche Konzentration — 40 mg Phenolglucosid 
in 3cem Bestimmungsgemisch — nicht angewandt werden. Es mubte bis 
auf eine Konzentration heruntergegangen werden, die in 150 cem Bestim- 
mungsgemisch eine Substratmenge enthilt, die den tiblichen 40 mg Phenol- 
glucosid iiquivalent ist. Damit schied aber auch die Méglichkeit, die Spal- 


tung polarimetrisch zu verfolgen, aus. Es muBte reduktometrisch — nach 
Bertrand — gearbeitet werden. Jodometrisch den Spaltungsgrad zu _ be- 


stimmen, schied wegen des unsicheren und wechselnden Jodverbrauchs 
durch Vanillin und Vanillin-glucosid aus. 

Zur Bestimmung nach Bertrand fehlte zuniichst die Kenntnis der 
Reduktionsfihigkeit der freien Glucose-6-halohydrine. Diese wurde in der 
gleichen Konzentration (vgl. oben) an Lésungen der fermentativ vollstiindig 
gespaltenen Vanillin-glucosid-6-halohydrine bestimmt. Der Eigenverbrauch 
des Ferments wurde gleichzeitig in besonderem Ansatz festgestellt und be- 
riicksichtigt. Die Bedingungen der Spaltung waren die weiter unten 
angegebenen. 

Fiir die folgenden Spaltungen gelten die allgemeinen Angaben: Spalt- 
temperatur 30,0°. SiiBmandelemulsin vom $-Glucosidasewert 1,05. Acetat- 
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Daraus — KMn( 
Halohydrin —_ maximal Spaltseit | n/10-KMnO, 
Glucosid mg Zucker Stunden (korr.) 
—Cl 51,9 31,0 16 8,92 
| 24 3,91 
—Br 58,9 38,0 24 8,65 
42 3,78 
— 66,2 45,3 48 3,76 
60 3,75 














puffer, py 5,0, etwa m/10. Nach der Zeit ¢ (Minuten) wurde durch Zusatz 
von festem, wasserfreiem Kaliumcarbonat — 10 g auf 150 ccm — abgestoppt. 
AnsatzI. Die 40 mg Phenol-glucosid fiquivalente Menge Substrat 
in 100,0 cem Puffer, dazu 50,0 cem Fermentlésung. 
Ansatz II. Wie I, aber statt Fermentlésung Wasser. 
Ansatz III. Wie I, aber statt Substrat-Lésung nur Puffer-Lisung. 
Die Bertrand- Bestimmung wurde durch 5 Minuten langes Erhitzen 
bis zum Kochen und dann 5 Minuten langes Kochen durchgefiihrt. 





4 mg Ft 
in | Wertig- 

1,0 ccm] keit 

Ft-Lsg. 


n/10-KMnO, 
Substrat Sx Spal- 
I II III tung 


Phenol-/-d-glucosid 30 | 2,71 | 0,30 | 0,34 | 22,8 | 0,912 0,82 
Vanillin--d-glucosid 4 | 5,89 | 1,18 | 0,29 | 46,5 | 0,858 | 37,8 


2 | 4,16 | 1,20 | 0,27 | 28,4 | 0,860 | 40,2 
Vanillin-6-d-glucosid- 380 | 2,72 | 1,08 | 0,53 | 28,3 | 0,380 2,53 
6-chlorhydrin 15 | 1,83 | 0,95 | 0,31 14,5 | 0,355 2,55 
Vanillin-§-d-glucosid- 30 | 1,64 | 0,63 | 0,32 | 18,6 | 0,385 1,54 
6-bromhydrin 30 | 2,14 | 0,57 | 0,31 | 33,9 | 0,785 1,53 
Vanillin-f-d-glucosid- || 180 1,72 | 0,66 | 0,19 23,2 | 0,706 0,18 
6-jodhydrin 180 | 1,58 | 0,49 | 0,19 | 24,0 | 0,768 0,17 

















Die Spaltung des Vanillin-#-d-isorhamnosids konnte nur bei der iiblichen 
héheren Konzentration polarimetrisch untersucht werden, da bei der starken 
Alkaliempfindlichkeit dieser Substanz eine Bestimmung nach Bertrand 
und damit in der sehr verdiinnten Lisung nicht in Frage kam. 0,0233 g 
Substrat in 1,0 cem Puffer und 0,5 eem Fermentlésung. 

Anfangsdrehung — 1,30, Enddrehung + 0,27° (1 dm-Rohr). Drehung 
nach 60 Minuten (abziiglich der Eigendrehung des Ferments) — 1,03". 
0,358 mg Ft in 10 cem Fermentlésung. 17,2°/, Spaltung. Wertigkeit 7,6. 


Phenol-j-d-glucosid-6-fluorhydrin. 0,0403g Subst. in 2,0cem Acetat- 
puffer, py, 5,0. Dazu 1,0 cem Fermentlésung (0,0680 g Trockenriickstand 
in 10,0 ccm). Anfangsdrehung — 1,00, Enddrehung bei vollstiindiger Spal- 
tung +0,44°. Drehung des Spaltgemisches nach 30 Minuten — 0,89°, nach 
244 Minuten — 0,36° Die Fermentdrehung ist beriicksichtigt. Bei gleichen 





oi 








O, 


3atz 
opt. 
trat 


Zen 





Uber Emulsin. XXX. 95 





Bedingungen blieb das Glucosid allein unveriindert. Wertigkeiten 0,033 
und 0,031. 

Vanillin-/-d-glucosid-6-fluorhydrin. 0,0494 g Subst. in 8,0 ecm 
Acetatpuffer, py 5,0. Dazu 4,0 cem Fermentlésung (0,0068 g Trockensubstanz 
in 10,0 cem) Anfangsdrehung (2 dm-Rohr) — 0,68. Enddrehung bei voll- 
stiindiger Spaltung +0,22°. Drehung des Bestimmungsgemisches nach 
5 Minuten —0,52°, nach 10 Minuten — 0,43°, nach 14 Minuten —0,39°. 
Unter den gleichen Bedingungen bleibt das Glucosid ohne Ferment un- 
veriindert. Es errechnen sich als Spaltungsprozente 17,8, 27,8 und 32,2, 
als Wertigkeiten (abgerundet) 5 und 4. Unter den gleichen Bedingungen 
der Konzentration ergab Vanillin-f-d-glucosid eine Spaltung von 
19,3°9/, nach 1 Minute, von 33,4°/, nach 2 Minuten, also eine Wertigkeit 
von 27 bzw. 26. 
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Chemischer Aufbau und physiologische Bedeutung 
des ,leicht abspaltbaren“ Bluteisens. 


13. Mitteilung in der Reihe der Kisenstudien*). 
Von 


Georg Barkan und Otto Schales. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitait Tartu [Dorpat], Estland.) 


(Der Schriftleitung zugegangen 10. Juni 1937.) 


Aus den Versuchen, iiber die in dieser Arbeit berichtet wird, 
schlieBen wir, daB die beiden Fraktionen EK und EK’ des ,,leicht 
abspaltbaren“ Bluteisens ,,Pseudohiimoglobine“ sind. Wir verstehen 
dabei unter ,,Pseudohimoglobinen* Stoffe, die als Traiger Globin 
enthalten, wihrend die prosthetische Gruppe ein ringoffenes Hiim- 
bzw. Hiiminderivat ist, von gleicher oder tihnlicher Konstitution, 
wie sie Lemberg!) beim ,griinen Hiimin“ von Warburg und 
Negelein’) sichergestellt hat. 

Wir haben fernerhin Grund zu der Annahme, daB die Pseudo- 
himoglobine E und E’, die den Blutfarbstoff begleiten, Zwischen- 
glieder auf dem Wege der physiologischen Umwandlung des Blut- 
farbstoffes in Gallenfarbstoff sind, entsprechend der Formulierung 
auf 8. 97. 

Wir nehmen also an, daB zuniichst oxydative Sprengung des 
Porphyrin-Ringes erfolgt, wobei die Bindung zwischen Triger und 
prosthetischer Gruppe erhalten bleibt (I —> IJ). Durch Oxydation 
geht dann das zweiwertige Eisen von E (II) in den dreiwertigen 
Zustand KE’ (III) iiber und dieses zerfillt unter Reduktion der 
mittleren CH-Briicke zu CH, in Bilirubin, Eisen und Globin 
(III —» IV). SchlieBlich wandern Bilirubin und abgespaltenes Eisen 
durch die Membran der Erythrocyten in das Plasma ([V —> V), 
wo sich ein Kisen—Globulin-Komplex und ein Bilirubin—Albumin- 
Komplex bildet. Bevor wir neue experimentelle Stiitzen fiir das 


*) Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft, 
der wir fiir leihweise Uberlassung von Apparaturen zu danken haben. — 
12. Mitt.: Diese Z. 244, 257 (1936). 
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gelassen, da sie mit denjenigen der Formel | iibereinstimmen. 
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* Plasmawanderung 


Vorliegen einer derartigen Reaktionsfolge beschreiben, sollen einige 
friihere Befunde iiber das ,leicht abspaltbare“ Bluteisen erwihnt 
werden. 
,Leicht abspaltbares“ Eisen ist ein Sammelname fiir organische eisen- 
’ p 
haltige Stoffe, die im Blute vorkommen, und aus denen unter der Ein- 
wirkung von 0,4°/,iger Salzsiiure ionisiertes Eisen abgespalten wird). 
Die Hauptmenge des ,,leicht abspaltbaren“ Bluteisens findet sich in den 
Krythrocyten; aber auch das Plasma (bzw. Serum) enthiilt eine kleine 


*) In dieser und den folgenden Formeln sind die Seitenketten weg- 
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Menge organisch gebundenes siurelésliches Eisen* ®). In einem Liter Rinder. 
blut ist etwa soviel ,,leicht abspaltbares“ Eisen enthalten, daB man nach 
der Siurebehandlung rund 17mg ionisiertes Eisen nachweisen kann’, 
In gleicher GréBenordnung findet sich dieses Eisen auch bei anderen Blut. 
arten. Seine Menge ist beim einzelnen Individuum, gleichgiiltig ob Mensch 
oder Tier, unter normalen Bedingungen auffallend konstant. Aber nach 
Untersuchungen aus unserem Institut scheinen die Normalwerte beim 
Menschen in verschiedener geographischer Lage etwas zu differieren®). In 
1 Liter Plasma oder Serum finden sich nach der Saureeinwirkung etwa 
1—2 mg Eisen in Ionenform. 

Das ,,leicht abspaltbare“ Eisen ist nicht einheitlich. Es besteht nach 
den bisherigen Untersuchungen aus mindestens 2 Substanzen, die mit E 
und E’ bezeichnet wurden’). 

E ist aihnlich wie Himoglobin zur reversiblen Gasbindung fihig. Im 
arterialisierten Blut liegt E offenbar in der Form O,E vor. Nur in dieser 
Form gibt die Verbindung unter Einwirkung verdiinnter Siure ihr Lisen 
ab. Vertreibt man den dissoziabel gebundenen Sauerstoff, indem man ein 
indifferentes Gas durch Blutlésungen leitet, so entsteht die Form E. In 
diesem Zustande, also in Abwesenheit von Sauerstoff, ist E gegen die Ein- 
wirkung verdiinnter Salzsiure resistent und spaltet kein Eisen ab. E reagiert 
auch reversibel mit Kohlenoxyd. Die relative Kohlenoxydaffinitét von E£, 
d. h. das Verhiltnis der CO- zur O,-Affinitit, ist 4—10mal gréBer als beim 
Himoglobin. Bindet also der Blutfarbstoff das Kohlenoxyd rund 200mal 
fester als den Sauerstoff, so bindet E das Kohlenoxyd 800—2000mal 
fester als den Sauerstoff. Auch die Verbindung COE spaltet bei der Ein- 
wirkung von verdiinnter Salzsiure kein Eisen ab’). 

Im Gegensatz zu O,E verliert E’ durch die Behandlung mit CO seine 
Eigenschaft, durch verdiinnte Siure gespalten zu werden, nicht. Ein Mab 
fiir die quantitative Beziehung von E und E’ im Blut ist die nach Siitti- 
gung einer Blutkérperchen-Lésung mit CO feststellbare Hemmung der 
Fe-Abspaltung. Die nach CO-Sittigung noch durch Séure abspaltbar ge- 
fundene Fe-Menge stammt aus E’. Auf diese Fraktion entfillt meist rund 
1/5, nicht aber mehr als '/, des gesamten ,,leicht abspaltbaren“ Lisens’). 

Das siiurelésliche Plasmaeisen verhilt sich gegeniiber CO wie E’'; 
es ist aber mit diesem, wie aus den experimentellen Befunden dieser Arbeit 
hervorgeht, nicht identisch, sondern stellt vermutlich einen Ferri-Globulin- 
Komplex dar. 

Auf verschiedenem Wege konnte einwandfrei gezeigt werden, dab I 
und E’ priformiert im Blute vorkommen, da8 also nicht etwa durch die 
Einwirkung verdiinnter Siure Eisen aus dem Himoglobin abgespalten 
wird®*'*), Auch von der Blutkatalase ist das ,,leicht abspaltbare“ Kisen 
verschieden "*), wie durch priparative Trennung bewiesen wurde"). Aus 
dem Ergebnis von Kataphorese-Versuchen konnten wir schlieBen, dab 
Hiamoglobin und ,,leicht abspaltbares“ Eisen verwandte Stoffe sind"). Im 
Gegensatz zur Enteisenung des Hiimoglobins liefert der gleiche Vorgang 
beim ,,leicht abspaltbaren“ Eisen kein Porphyrin*'*). Daraus kann man 
folgern, dab E und E’ jedenfalls keine intakten Himine enthalten. 


Soweit die friiheren Feststellungen. Wir kénnen nun folgende 
neue experimentelle Befunde hinzufiigen: 
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1. Die Fraktion E’ des , leicht abspaltbaren“ Eisens reagiert 
mit Blausiure, der HCN—E’-Komplex spaltet bei der Einwirkung 
yon verdiinnter Salzsiure kein Eisen ab. 

2. Durch Reduktion 1a8t sich E’ in E umwandeln und reagiert 
dann mit CO; oxydiert man das zweiwertige Eisen in E, so er- 
hilt man FE’, 

3. ,Griines Himin“, nach Warburg und Negelein dar- 
gestellt, gibt sein Kisen unter den gleichen milden Bedingungen ab 
wie das ,leicht abspaltbare* Bluteisen. Diese Abspaltung des 
Kisens aus ,griinem Haimin“ ist aber nicht durch Kohlenoxyd 
hemmbar. 

4, Versetzt man Blutlésungen mit KCN und gibt dann H,O, 
zu, so wird das rote Himoglobin griin. Die griine Substanz spaltet 
leicht Eisen ab. Diese Abspaltung ist (nach Reduktion) zu einem 
eroBen Teil durch CO hemmbar. Die Fraktion E ist also durch 
diesen Versuch vermehrt worden. 

5. Bilirubin und Eisen finden sich der GréBenordnung nach 
in iquimolekularen Mengen im menschlichen Plasma. Beide Stoffe 
wandern aus den Blutkérperchen ins Plasma [von Czike?") bzw. 
Barkan |, Im Zusammenhang mit den Untersuchungen von 
Lemberg?), ist es naheliegend anzunehmen, daB es sich bei 
diesen wandernden Stoffen um die Zerfallsprodukte der ,,Pseudo- 
himoglobine“ handelt. 


I. Reaktion von E’ mit Blausaure. 


Barkan und Berger hatten friiher gezeigt, dab Blausiiure 
bis za einem Gehalt von 1 Mol HCN auf 1 Mol Himoglobin die 
Kisenabspaltung mittels verdiinnter Saure aus K und EK’ nicht ver- 
hindert”), Das genannte Verhidltnis entspricht etwa 20 Mol HCN 
auf 1 Mol ,Jleicht abspaltbares“ Eisen. Bereits in der 11. Mit- 
tellung !4) wiesen wir demgegeniiber auf die Tatsache hin, daB bei 
wesentlich héheren Blausiureiiberschiissen auch ein Teil des 
yleicht abspaltbaren“ Kisens mit Blausiure so reagiert, daB es 
seine Siiurespaltbarkeit verliert. Deutlich wird eine Hemmung der 
Kisenabspaltung erst bei etwa 20—100 Mol HCN auf 1 Mol Hb 
oder etwa 400—2000 Mol HCN auf 1 Mol , leicht abspaltbares“ 
Kisen. 

Man kann die Frage aufwerfen, ob solche Uberschiisse an 
Blausiiure tiberhaupt eine spezifische Reaktion anzunehmen ge- 
statten. Hier ist daran zu erinnern, daB, wie wir fanden*), die 
gleichen groBen Uberschiisse des Giftes erforderlich sind, um die 
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Katalasewirksamkeit in einer verdiinnten Blutlésung bei 20° x 
hemmen. So fanden wir, daf zur vollstindigen Hemmung uw. 
gereinigter Blutkatalase etwa 1000 Mole HCN auf 1 Mol Hb be. 
notigt werden, was etwa 20000 Molen HCN auf 1 Mol ,,leicht a). 
spaltbares“ Eisen entspriche. Da die (unbekannte) Katalase-Kon. 
zentration in einer Blutlésung jedenfalls erheblich geringer ist als 
diejenige an ,leicht abspaltbarem“ Eisen, so ist der zur voll. 
stindigen Hemmung erforderliche UberschuB des Giftes, bezogen 
auf das Ferment, noch wesentlich héher. Ist die Katalasehemmung 
durch Blausiure der Bildung einer unwirksamen HCN-Ferment. 
verbindung zuzuschreiben, so ist es auch erlaubt, die Hemmung der 
Saurespaltbarkeit des ,,leicht abspaltbaren“ Eisens entsprechend 
zu deuten. Und wenn man die zur Hemmung erforderlichen ge. 
waltigen Uberschiisse in Blutlisungen mit der starken Dissoziations- 
fahigkeit der Blausiure-Fermentverbindung glaubt erkliren m 
kénnen, so miBte man allerdings auch beim Eisen abnliches an. 
nehmen. Hierbei wire noch darauf hinzuweisen, daB im Falle 
spezifischer HCN-Affinitit und Bildung dissoziabler HCN -Ver. 
bindungen sich die Blausiure mindestens zwischen der Katalase 
und dem ,,leicht abspaltbaren“ Kisen zu verteilen hitte. In den 
Blutlésungen liegen aber so uniibersichtliche Verhiltnisse vor, 
da8 man sowohl im Falle der Katalase als auch beim Hisen an 
komplizierende Hinfliisse wie Vorhandensein anderer blausiure- 
bindender Substanzen und dergl. wird denken miissen. 

In vielen Versuchen, wenn auch nicht regelmifig, zeigte sich 
jedenfalls, daB die bei hohem HCN-UberschuB sich ergebende 
Hemmung der Kisenabspaltung gerade der vorhandenen Menge I 
entspricht (Beispiele in Tab. 1). 


Tabelle 1. 
Hemmung der Eisenabspaltung durch CO und HCN. 
(Mol Fe-10~"/eem bezogen auf Blutkérperchen-Lésungen 1:10). 





























Blutart - |. = Durch | Mole HCN 

und Protokoll- | E+E’ | postimmt durch CO- HCN auf 1 Mol 
Nummer Hemmung hemmbar| (E + E) 
Kaninchen 80/16 | 0,275] 0,20 | 0,075 0,075 5 500 
Rind 80/29. . . | < 0,85 | <0,225| 0,125 < 0,15 11 000 
Rind 30/31. . . | >0,25 | >0,175 | 0,075 > 0,05 13 000 


Da eine Reaktion fiir Blausiure im allgemeinen fir Fe (ILI) 
Verbindungen charakteristisch ist, eine Reaktion mit CO dagegen 
den Fe (II)-Verbindungen zukommt, so schien eine bereits in der 
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yorigen Mitteilung 1) geiuBerte Vermutung sich zu _ bestiatigen. 
Danach wire E eine Ferro-, E’ eine Ferriverbindung. Angesichts 
der oben erwihnten GréBenordnung des zur Hemmung bei den an- 
gewandten Lésungen erforderlichen HON-Uberschusses, scheint uns 
aber eine solche Beweisfithrung unbefriedigend. 


II. Die Reaktionen E -> E’ und E’ -> E durch Valenzwechsel 
des Eisens. 


DaB sich E und E’ tatsichlich durch die Wertigkeit des 
Kisens voneinander unterscheiden und da8 dies sogar der einzige 
wesentliche Unterschied zwischen den beiden Verbindungen ist, 
liBt sich auf folgende Weise zeigen. Wir fanden, daB durch An- 
wendung von Reduktionsmitteln eine Vermehrung der mit CO 
reagierenden Hisenfraktion zu erhalten ist, dafS man also unter 
diesen Umstiinden E aus E’ gewinnen kann. Natriumhyposulfit 
ist hierzu ein geeignetes Mittel. Ebenso wie aus Methimoglobin 
durch Na,S,O, Hamoglobin entsteht, bekommt man bei vorsichtiger 
Anwendung von Hyposulfit auf Blutlésungen eine Zunahme der 
(O-hemmbaren Fraktion E. Vorsichtige Anwendung ist not- 
wendig, weil bei irgendwie gréBeren Dosen Na,S,O, durch das 
bei der Reaktion entstehende SO, eine partielle reduktive Spaltung 
des Himoglobins eintritt. Hierdurch wird die Menge des gesamten 
leicht abspaltbaren“ Hisens scheinbar, nimlich' um das aus 
dem Hb-Molekiil abgespaltene Eisen, vermehrt. Wir sind daher so 
vorgegangen, daB wir nur sehr kleine ausprobierte Mengen Na,S,0, 
zusetzten und dabei in Kauf nahmen, daB die Umwandlung von E’ 
in EK nicht quantitativ erfolgte. Die Tab. 2 zeigt die Abnahme 
von K’ durch Ubergang in E infolge der Reduktion. Die Abnahmen 
betragen 60—70 °/,. 

: Tabelle 2. 


Vermehrung des CO-hemmbaren Anteils des ,,leicht abspaltbaren“ 
Bluteisens durch Reduktion von E’ mittels Na,S,0,. 
(Die angewandten Mengen des Reduktionsmittels betrugen in den folgenden 
Versuchen 0,33, 0,17 und 0,13 mg Na,S,0,/ecm Blutkérperchenlésungen 1:5. 
Fe in Mol-10~7/eem bezogen auf Blutverdiinnung 1:10.) 




















Blutart E’ (nicht durch CO hemmbar) “le, EK’ soo 

und Protokoll- | E+E’ | ao 

Nummer vor Reduktion | nach Reduktion gewandelt 
Rind 80/88 .. . 0,30 0,175 0,075 57 
Rind 30/40 . . . | 0,80 0,10 0,04 60 
Kaninchen 30/42. 0,20 0,15 0,05 67 
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Schon bei der Anwendung eines wesentlich schwiicheren 
Reduktionsmittels, nimlich bei vielstiindiger Durchleitung yon 
Wasserstofigas, tritt in der Blutliésung eine offenbar katalytisch 
bedingte geringe Reduktion von E’ ein. Jedenfalls zeigt sich, 
in Parallelversuchen an der gleichen Blutprobe, daB die Hemmung 
der Fe-Abspaltung durch Wasserstoff regelmiBig ein wenig griBer 
ist als durch Kohlenoxyd (Beispiele in ab. 3). 


Tabelle 3. 


Reduktion von E’ durch Wasserstoff. 
(Rinderblut 1:10; Fe in Mol-10~"/eem Ultrafiltrat.) 




















E’ h Behandl it 

Protokoll-Nr. E + E&’ waras sn ame 
CO | H, 
15/146 0,35 0,125 | < 0,10 
15/180 0,325 0,125 0,10 








Wenn es gelingt, aus EK’ durch Reduktion E zu erhalten, 
wenn sich also EK und E’ nur durch die Valenz des Kisens 
unterscheiden, dann ist dies eine Erklirung friiherer Fest- 
stellungen von Barkan und Berger’), Sie konnten zeigen, dab 
bei der Einwirkung von Methimoglobin-Bildnern auf Blutlisungen 
(benutzt wurde NH,OH) E bzw. O,K seine CO-Hemmbarkeit ver- 
liert. Demnach muf es jetzt als erwiesen gelten, daB bei der Kin- 
wirkung von Hydroxylamin sich der Vorgang O,K —> E’ abspielt*), 
bei der Kinwirkung von Na,S,O, der umgekehrte Vorgang E’—+> f, 
der erste im Sinne der Reaktion He’—-> Fe™, der zweite im 
Sinne Fe™—+> Fe". 

EK und E’ unterscheiden sich also ahnlich voneinander wie Hb 
und Methb. E ist wie Hb eine Ferroverbindung und ist wie 
jenes zur reversiblen O,- und CO-Bindung fahig; K’ ist wie Meth) 
eine Ferri-Verbindung und reagiert im Gegensatz zu E nicht 
mit O, und CO, wohl aber mit Blausiure. 


III. Die Abspaltbarkeit des Eisens aus ,,griinem Hamin“. 
Denkt man beim ,leicht abspaltbarem“ Eisen an Verwandte 


des Blutfarbstoffes, so spriiche also die CO-Affinitiit von E fir J 


dessen ,,Him“-Charakter, die Blausiiure-Affinitét von EH’ fiir dessen 


*) Die in der 8. Mitt.'*) aus dem adsorptiven Verhalten abgeleitete 
Folgerung, daB die friihere Annahme des Uberganges O0,E —> E’ bei der 
Hydroxylamin-Einwirkung nicht zutriife, mu8 also fallen gelassen werden. 
Die teilweise Adsorbierbarkeit des Eisens nach Behandlung mit NH,OH 
muB eine andere Deutung erfahren. 
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,Himin“-Charakter. Bei der Kisenabspaltung aus K und EK’ findet 
man jedoch kein Porphyrin [Lintzel’), Barkan*]. Daraus folgern 
wir, daB es sich jedenfalls nicht um ein echtes Him oder Himin 
handeln kann. Vielmehr hat man es vermutlich mit einem ring- 
offenen System zu tun. Hin solches liegt nach Lemberg?) auch 
dem ,,griinen Himin“ von Warburg und Negelein’) zugrunde. 
Nach Lemberg ist die Formel des ,,griinen Himins: 
H 
C 
ie oN \ 
ie oe ang 
ee 
HC (8) Pyr--Fe--Pyr (6)CH 
Me et Nee 


a-Pseudohiimochromogen 


Lemberg nennt es ,,Verdo-Himatochromogen“. Wir be- 
zeichnen es als ,a-Pseudohimochromogen“ und nennen die ent- 
sprechende pyridinfreie Verbindung ,,a-Pseudohiim“. 

Hier ist also das Kisen in den bereits geédffneten Kern 
ihnlich eingebaut wie bei einem Him bzw. Himin. Lemberg 
weist bereits auf die leichte Abspaltbarkeit des Kisens aus diesem 
Komplex hin. Bei der Estergewinnung mittels Methylalkohol 
und HCl, die Warburg und Negelein durchfiihrten, wird unter 
der Wirkung der Salzsiiure die Bindung des Eisens an die 
Pyrrol-Stickstoffe bereits gelést. Nach Lemberg ist demnach 
der ,Ester des griinen Hiimins“, den Warburg und Negelein 
krystallisiert erhielten, kein Ester des ,,griinen Himins“, sondern 
eine Verbindung von der Formel: 

H _+ 
< ben 88 >. 


HG OH! [FeCl,}- 








Dehydro-bilirubin-ferrichlorid 
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Wir priiften, ob ,,griines Himin“ unter. denselben milden Be. 
dingungen wie das ,leicht abspaltbare“ Bluteisen (Kinwirkung 
0,4°/,iger Salzsiure) Kisen in Ionenform abgibt. Wir finden, daf 
der GréBenordnung nach das gesamte Hisen des ,,griinen Hamins‘ 
leicht abspaltbar ist. 

Kine Hemmung dieser Hisenabspaltung durch CO lieB sich 
jedoch nicht nachweisen, obwohl, wie die spektroskopische Kon. 
trolle ergibt, griines Himin mit CO reagiert [Lemberg})]. Da 
wir friiher zeigten, daB ,leicht abspaltbares* Eisen und Himo. 
globin denselben isoelektrischen Punkt haben"), so schlossen wir 
auf Ubereinstimmung der Eiweiftriger. Der Trager fehlt beim 
ygrunen Hamin“, das seiner Natur nach ein Himochromogen und 
zwar gemaB unserer Definition ein «-Pseudohimochromogen ist. 
DaB CO die Abspaltung des Eisens aus dem ,,griinen Himin‘ 
nicht hemmt, hingt sehr wahrscheinlich mit dem Fehlen des 
Kiweibtrigers zusammen. Man weif, daB fir die Fiahigkeit zur 
reversiblen Gasbindung auch beim Himoglobin die Unversehrtheit 
des Globins wesentlich ist. 


IV. Die CO-Hemmbarkeit der Eisenspaltung aus Pseudohamoglobin. 


Ziel unserer weiteren Versuche war daher die Gewinnung 
eines Pseudohimoglobins, also eines Stoffes der als prosthetische 
Gruppe ein Pseudohimin oder ein Pseudohim gebunden an 
Globin enthialt. 

Bei Ubertragung des von Warburg und Negelein fir das ,,griine 
Hiimin“ angewandten Verfahrens auf Blutlésungen, also bei Behandeln 
soleher Lésungen mit Hydrazin und Sauerstoff kamen wir nicht zum ge- 
wiinschten Ziel. Zwar tritt auch hierbei Verfirbung nach Griin ein und 
zwar spaltet auch eine Lésung des hierbei erhaltenen Umwandlungs- 
produktes des Himoglobins unter der Wirkung verdiinnter Siure leicht 
Kisen ab. Aber eine Hemmung dieses Vorganges durch CO war nicht zu 
erreichen. Offenbar finden Denaturierungen des Globins statt. Sie waren 
deutlich daran zu erkennen, daB jene Lésungen niemals die klare griine 
Farbe aufwiesen, wie diejenigen des ,,griinen Himins“. Vielmehr zeigte 
sich unter Ausflockung rasch ein Ubergang in Braun. 

Bekanntlich wurde schon friiher von zahlreichen Autoren 
unter verschiedenen chemischen und biologischen Einfliissen [Lite- 
ratur vgl. Lemberg’)] ein Abbau des Himoglobinmolekiils zu 
griinen F'arbstoffen beschrieben, die man wenigstens teilweise 
zur Gruppe der genannten Pseudohiimoglobine zahlen muB. Kin 
Verfahren, das fiir den vorliegenden Zweck erfolgreich war, wurde 
von uns, wie wir glauben, erstmalig angewandt. 
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Wie Keilin'®) zeigte, bildet sich beim Versetzen von Blut- 
lésungen mit wenig KCN und H,O, Wasserstoffperoxyd—Methimo- 
globin. Gibt man zu einer Blutlésung reichlich KCN und dann 
H,O,, so wird, wie wir fanden, das rote Himoglobin allmihlich 
grin. Die klare Liésung, die allem Anschein nach Pseudohimo- 
globin enthalt, spaltet erheblich mehr Eisen leicht ab, als eine 
native Blutlésung. Diese Abspaltung ist nach Reduktion mit 
Na,S,O, zum Teil durch CO hemmbar. Die Fraktion E ist also 
vermehrt worden. Die CO-Hemmung ist nur in jenen Fillen 
deutlich, in denen die Lésungen reine griine Farbe zeigen. Die 
hierfir notwendigen optimalen Mengen KCN bei gleichbleibendem 


| H,0,-Zusatz wechseln von Blutprobe zu Blutprobe. Sie miissen 


im Reihenversuch zuvor jeweils ermittelt werden. Sobald ‘die 
Lésungen braun werden, d.h. wenn weitergehender Abbau, vor 
allem vermutlich eine Globin-Denaturierung erfolgt, geht die 
CO-Hemmbarkeit verloren. Wir schlieBen, daB die beiden Frak- 
tionen E und E’ des ,,leicht abspaltbaren“ Bluteisens ahnliche 
Stoffe sind wie die*in den griinen Lésungen vorhandenen, da sie 
unter denselben Bedingungen wie diese ihr Hisen abgeben und 
in der Fe (I])-Form mit CO unter Hemmung der Eisenabspaltung 
reagieren, Wir glauben demnach, daB E ein ,,Pseudohamoglobin“, 
EK’ ein ,,Pseudomethamoglobin“ ist”). 

In den reduzierten griinen Liésungen des _ ,,Pseudohimo- 
globins‘ konnten wir spektroskopisch neben der Bande des 
CN-Methamoglobins (542 my) zwei Banden bei etwa 617—620 mu 
und etwa 567 my feststellen. Sie gehéren vermutlich der mit CO 





*, Anmerkung bei der Korrektur: In einer kiirzlich erschienenen 


| Mitteilung [Nature 139, 588 (1937)] benennt, wie wir soeben erfahren, 


N. H. Fairley eine Substanz ,,Pseudo-methimoglobin“, die beim Bebriiten 
von Himoglobin- bzw. Methimoglobinlésungen in Gegenwart von Plasma 
entsteht. Nach D. Keilin entsteht der Stoff wahrscheinlich dadurch aus 
Methb., daB dessen EiweiBtriiger eine irreversible Verinderung erleidet. 
Wir schlagen vor, die Bezeichnung Pseudohimoglobin, Pseudomethimo- 
globin usw. fiir die von uns niher untersuchten Stoffe beizubehalten. Die 
Vorsilbe ,,Pseudo“ wiirde dann ausdriicken, daB es sich um Blutfarbstoffe 
handelt, die den ,,echten“ sehr ihneln und sich von ihnen dadurch unter- 
scheiden, daB der Porphyrinring geéffnet ist (beim a-Pseudohimin an der 
a-stindigen Methin-gruppe). 

Ausschlaggebend fiir die Wahl unserer Bezeichnungsweise war die 
Feststellung, daB die entsprechende Benennung in der chemischen Literatur 
Ofters bei gleichartigen Verhiltnissen herangezogen wird. So sind beispiels- 
weise Pseudoharnsiure und Pseudojonon Substanzen, die durch RingschluB 
zu Harnsiure und Jonon fiihren. 
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reagierenden Verbindung an, denn beim Kinleiten von CO-Gas 
zeigen sie deutliche Verschiebung. Eine nahere spektroskopisch 
Charakterisierung der erhaltenen Substanzen soll noch erfolgen, 


V. ,Leieht abspaltbares“ Eisen, Plasmaeisen 
und Gallenfarbstoffbildung. 


Durch die friiheren Untersuchungen Barkans und durch 
zahlreiche andere Autoren ist nicht nur qualitativ das Vor. 
handensein von Nicht-Himoglobineisen in der Blutflissigkeit 
nachgewiesen, sondern es stehen seither vor allem auch quanti. 
tative Angaben iiber die Menge des Plasma- bzw. Serum-Hisen 
zur Verfiigung’®), Friher in Abrede gestellt oder in seine 
Existenz bezweifelt?°??), hat in letzter Zeit dieser Anteil des 
Bluteisens in zunehmendem Mafe namentlich die Kliniker be. 
schaftigt. Die von Barkan?) geiuferte Ansicht, ,,daB die Be. 
wegung des Hisenspiegels im Plasma und Serum ein physiologisch 


zu beachtender Vorgang ist“, scheint sich durchgesetzt zu haben, 


Davon zeugen die diesem Gegenstand gewidmeten monographischen 
Darstellungen. Wir nennen die griindliche Schrift von Thoenes 
und Aschaffenburg?’) (1934) und die soeben erschienene Ab- 
handlung von Heilmeyer und Plétner*4) (1937). 


Freilich sind der Aufmerksamkeit der beiden letztgenannten Autoren 
eine Reihe experimenteller Tatsachen, die das ,,leicht abspaltbare“ Blut: 
eisen betreffen, entgangen. Vor allem haben sie aber bei ihren Betrach- 
tungen tiber das Serumeisen einen biologisch so wesentlichen Vorgang 
wie den Ubertritt von Eisen aus den Formelementen in die Blutfliissigkeit 
unberiicksichtigt gelassen. Die Zunahme des siureléslichen Plasmaeisens 
beim Aufbewahren ungerinnbar gemachten Blutes wurde von Barkan 192! 
erstmalig beschrieben 5) und indessen wiederholt eingehend erértert. Weiterhin 
machte Barkan bereits 19382 darauf aufmerksam"), daB der erwihnte Vor. 
gang in bemerkenswerter Analogie steht zu einem anderen, den v. Czike’) 
entdeckte. Dieser Autor fand nimlich, daB die Bilirubinmenge zunimnt, 
wenn Blutkérperchen mit Plasma steril bei 837° aufbewahrt werden. Schon 
damals wurde die Arbeitshypothese aufgestellt, daB vielleicht ,,die Quelle 
des Bilirubins in der Versuchsanordnung v. Czikes nicht das Himoglobin 
selbst ist, sondern das ,leicht abspaltbare‘ Eisen der roten Blutkérperchen. 
Dann hitte man im ,leicht abspaltbaren‘ Bluteisen (oder einer Fraktion 
desselben) eine vom Blutfarbstoff selbst verschiedene eisenhaltige Vorstufe 
des Bilirubins zu erblicken“ [Barkan"’)]}. 

Tatsichlich konnten die Angaben y. Czikes an einem groBen noch 
unveréffentlichten Versuchsmaterial in einem hohen Prozentsatz der Fiille 
(Mensch, Pferd) bestitigt werden. Die von Ernst und Hallay”*) dagegen 
erhobenen Einwinde bestehen nicht zu Recht. In der kurzen Zeit von 
5—6 Stunden, in der bereits eine deutliche Bilirubinzunahme im Plasma er- 
folgt, findet, gemessen am Himatokritwert, keine irgendwie in Betracht 
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kommende Quellung der Blutkérperchen statt. [Uber plasmatische Bilirubin- 
pildung berichtet auch Engel*%)]. 

In diesem Zusammenhang ist es von Interesse, die Menge 
des Plasmaeisens mit dem Gehalt der Blutfliissigkeit an Bilirubin 
gu vergleichen. Bekanntlich wechselt ja besonders der Bilirubin- 
gehalt schon unter normalen Verhiltnissen, namentlich von Tierart 
gu Tierart sehr stark, so daB die folgenden Angaben nur sehr 
approximativ sind. Nimmt man beim Menschen als mittleren Wert 
fir das Bilirubin 0,5 mg-°/, an, so gelangt man unter Zugrunde- 
legung der Bruttoformel von C,,H,,O,N, zu einer Konzentration 
von rund 0,1.10~7 Mol/ccm. Das ist, wenigstens der Gréfen- 
ordnung nach, dieselbe molare Konzentration, in der man auch 
das Plasmaeisen findet. Es ist danach naheliegend anzunehmen, 
da8 das Plasmabilirubin und zum mindesten ein Teil des Plasma- 
eisens dem gleichen Vorgang entstammen und dai also im 
stromenden Blut ein dauernder Ubertritt von Bilirubin und von 
Eisen aus den Formelementen in die Blutflissigkeit erfolgt. 


Im Sinne der vorher zitierten Hypothese [Barkan), 1932] 
sprechen zusammen mit unseren eigenen Beobachtungen die Unter- 
suchungen von Lemberg’), auf die wir bereits hinwiesen. Danach 
wiren also Bilirubin und Eisen die Zerfallsprodukte der ,,Pseudo- 
himoglobine“, im besonderen von E’. Andererseits finde die von 
Lemberg fir die Bilirubinbildung in vivo angenommene Reak- 
tionsfolge im Vorhandensein der beiden Pseudohimoglobine E 


' und E’ ihre experimentelle physiologische Bestatigung. 


Wenn die gemachte Annahme von der Herkunft des siure- 
léslichen Plasmaeisens zutreffen soll, so mu8 sich dieses von der 
Fraktion E’ des ,,leicht abspaltbaren“ Bluteisens, mit der es nach 
friiheren Versuchen manches gemeinsam hat, charakteristisch unter- 
scheiden. Dementsprechend konnten wir zeigen, daB im Gegensatz 


' gu E’ sich das Plasmaeisen durch Reduktionsmittel nicht in E 


verwandeln laBt. Dies trifft sowohl fir das priformierte wie fiir 
das zugewanderte Eisen zu. Im Sinne der bisherigen Ausfiihrungen 
bleibt also in Zukunft die Bezeichnung E und LH’ fir die beiden 
,/seudohimoglobine“ vorbehalten. 

Von anorganischem in vitro ins Blut gebrachten Kisen unter- 
scheidet sich das Plasmaeisen, wie friiher gezeigt wurde’), durch 
sein adsorptives Verhalten, obwohl es sich wie jenes [Starken- 
stein®’)] in der Globulinfraktion findet, 
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VI. Zum Mechanismus der Bilirubinbildung. 


Die in vorliegender Arbeit angenommene Stufenfolge bei der 
Bilirubinbildung findet ihre Stiitze in mehrfachen experimentellen 
Beobachtungen von anderer Seite. Die Bildung der Pseudo. 
himoglobine (EK und E’) als offenbar erster Schritt auf dem Wege 
der Gallenfarbstoffbildung aus Blutfarbstoff, wire eine Erklirung 
und zugleich eine Bestitigung fiir die Befunde von Duesberg”, 
Er zeigte in einer klinisch-experimentellen Arbeit, daB nur aus 
dem intakten Himoglobin Bilirubin entsteht. Bilirubinbildung 
aus Himatin konnte er beim Menschen weder bei intravendser, 
noch bei Injektion in Trans- und Exsudate feststellen. 

Die notwendigen Voraussetzungen fiir die Sprengung de; 
Porphyrin-Skeletts, also der oxydativen Herauslésung einer Methin- 
gruppe, sind nach Lemberg’) gleichzeitig verlaufende Oxydations- 
und Reduktionsprozesse. Die genannten Umwandlungsbedingungen 
sind nach Lemberg auch unter biologischen Verhiltnissen ge- 
geben. Spielt sich, wie von uns angenommen, der Vorgang in 
den intakten roten Blutzellen ab, so scheinen hier die erwihnten 
Voraussetzungen besonders giinstig. In diesem Zusammenhange 
verdienen auch Beobachtungen von Rooks”) Interesse, der sich 
auf Anregung des einen von uns im hiesigen Gerichts-Medizini- 
schen Universitits-Institut mit der Frage des ,leicht abspalt- 
baren“ Kisens am Leichenblut beschiaftigte. Rooks fand beim 
Aufbewahren solchen Blutes bei Zimmertemperatur, daB in vielen 
Fallen im Laufe von 10—12 Tagen der Wert fiir das _,,leicht 
abspaltbare“ Eisen aufs doppelte bis dreifache des Anfangswertes 
anstieg. Dies zeigte sich dann, wenn das Leichenblut regel- 
mibig kraftig geschiittelt wurde, wenn also fiir griindliche Reoxy- 
dation neben den beim Stehen solchen Blutes stets eintretenden 
Reduktionsvorgangen gesorgt wurde. Es wird noch zu priifen 
sein, ob in derartigen Fallen leicht spaltbare Pseudohimoglobine 
aus dem Himoglobin entstehen. Auch unter wesentlich milderen 
Bedingungen, namlich beim Stehenlassen ungerinnbar gemachten 
Blutes bei Brutschranktemperatur, konnten wir gelegentlich bereits 
nach 6 Stunden, hiufiger nach 24 Stunden, eine, wenn auch ge- 
ringe, so doch meBbare Zunahme der Werte fiir das ,,leicht ab- 
spaltbare* Eisen feststellen. Sie liegt etwa in der GréBen- 
ordnung, in der, wie erwadhnt, an vielen Individuen, besonders 
mancher Arten, die Eisenwanderung ins Plasma erfolgt. Es ist 
dies ein Hinweis darauf, daB es sich tatsichlich um einen stufen- 
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weisen Abbau des Blutfarbstoffes innerhalb der Erythrocyten 


Von Czikes Beobachtungen iiber die Bilirubinzunahme im 
Plasma und die in der vorliegenden Untersuchung von uns fest- 
gestellten Tatsachen sprechen fiir die Richtigkeit der Beob- 
achtungen von Whipple und Hooper*®) und anderen und be- 
stiitigen die in letzter Zeit namentlich von Aschoff*}) und seiner 
Schule vertretene Ansicht, da8 die Bilirubinbildung nicht nur im 
reticulo-endothelialen System, sondern ubiquitiér im strémenden 
Blute erfolgt. Freilich ist es auch jetzt keineswegs bewiesen, 
daB es sich hierbei um einen fermentativen Vorgang handelt. 
Die Wiederholung jener Versuche von Czikes*"), nach denen 
die Bilirubinzunahme im Blut durch fermentlihmende Gifte ver- 
hindert werden kann, hat noch kein eindeutiges Ergebnis ge- 
liefert [beziiglich der Eisenwanderung vgl. auch die Angaben der 


Bilirubinbildung zutrifft, so ist die Annahme bestimmter Fer- 
mente hierfiir kaum erforderlich. Die Umwandlung von O,Hb in E 
baw. O,E, also die Sprengung des Porphyrinringes, ist ein in seinen 
Einzelheiten noch unaufgeklarter, aber vermutlich durch unspezi- 
fische Katalysatoren [vgl. Lemberg')] beschleunigter Vorgang. 
Die Umwandlung von E in E’, die aller Wahrscheinlichkeit. nach 
durch ein bestimmtes Redox-Gleichgewicht miteinander ver- 
kniipft sind, bedarf keiner Fermentwirkung. Auch fiir den 
weiteren Zerfall der Pseudohamoglobine, d. h. in erster Linie fiir 
die Abspaltung des Kisens, ist dies nicht erforderlich. Denn bei 
Dy = etwa 7,7, also annihernd der Reaktion des Blutes, wird aus 
Blutlésungen die gleiche Menge Hisen abgespalten wie durch 
Salzsiure [Lintzel?*)], — SchlieBlich geniigen vermutlich auch 
fir den Ubertritt der Zerfallsprodukte der Pseudohaimoglobine, 
also des fertigen Gallenfarbstoffes und des Kisens, ins Plasma 
die vorhandenen Affinititskrafte. Nach Untersuchungen von et 
Pedersen und Waldenstrém*) hat das Bilirubin eine hohe 
Affinitat zum Serumalbumin. Im strémenden Blut tritt es stets 
an diesen hochmolekularen Traiger gebunden auf [vgl. auch die 
identischen Angaben von Bennhold*%)}]. Andererseits ist das 
Eisen offenbar an die Serumglobuline gekniipft. Jedenfalls findet 
sich das native siurelésliche Plasmaeisen in der Globulinfraktion. 

In friiheren Versuchen von Barkan zeigte sich, daB auch 
solche Erythrocyten, an denen der LEiseniibertritt ins Plasma 
deutlich ist, jede Abgabe von Eisen an eine isotonische NaCl- 
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Lésung vermissen lassen’), Andererseits fiihrte von Czike Bei. 
spiele dafiir an, da Erythrocyten, die an ihr eigenes Plasma 
kein Bilirubin abgeben, dies tun, wenn sie in solchen fremden 
Plasmen suspendiert werden, in dem die zugehérigen Blutkérper. 
chen normale Bilirubinbildung zeigen. Das Fehlen des Eisen. 
bzw. Bilirubiniiberganges braucht in keiner der beiden Versuchs. 
anordnungen auf dem Fehlen bzw. der etwaigen ungeniigenden 
Wirksamkeit des postulierten ,,fermentes“ zu beruhen. Vielmehr 
kann das Fehlen oder ein zu geringes Vorhandensein ent- 
sprechender Affinititsgruppen dafiir verantwortlich gemacht 
werden. Jenes ist offensichtlich der Fall beim Barkanschen 
Kochsalzversuch, dieses kann aber auch die individuelle Unwirk- 
samkeit eines Plasmas erkliren. Ja selbst die Unterdriickung 
der ,,Bilirubinbildung“ durch Inaktivierung des_betreffenden 
Plasmas braucht nicht, wie von Czike anzunehmen geneigt ist, 
auf einer Inaktivierung des ,,fermentes“ zu beruhen, sondern 
kann durch eine Verinderung der betreffenden affinen Gruppen 
im KiweiBmolekiil bedingt sein. Wie spezifisch diese Gruppen 
sind, geht am besten aus der Arbeit von Pedersen und 
Waldenstrém hervor. Diese Autoren zeigten, daB im Gegen- 
satz zum Serumalbumin Bilirubin auf Ovoalbumin nicht 
tibergeht. 

Hier sei noch folgende Uberschlagsrechnung gegeben. Die 
Konzentration an Plasmaeisen betrigt, bezogen auf das Gesamt- 
blut, rund 3/,, der Konzentration an ,,leicht abspaltbarem“ Kisen. 
Dessen Konzentration, wieder stark abgerundet, ist 1/,, des 
Hamoglobineisens. Beim Versuch in vitro mége sich der Gehalt 
des Plasmas im Laufe von 24 Stunden durch Zuwanderung aus 
den roten Blutkérperchen bestenfalls verdoppeln; d.h. also, dab 
im strémenden Blut wihrend eines Tages bestenfalls eine Menge, 
die 1/,, des ,leicht abspaltbaren“ EKisens ausmacht, die Erythro- 
cyten verliBt. Wegen der annihernden individuellen Konstanz an 
leicht abspaltbarem“ Eisen miissen wir eine gleichzeitige Nach- 
bildung der Pseudohimoglobine aus dem Hamoglobin postulieren, 
die dem Verlust das Gleichgewicht hilt. Das hieBe also, daB in 
24 Stunden 4/,,, des Himoglobins innerhalb der Erythrocytea in 
Bilirubin verwandelt wiirde. Wahrend der durchschnittlich drei- 


-wochentlichen Lebensdauer eines Erythrocyten wiirde er also 


bestenfalls rund +/,, seines Haimoglobins verlieren. Vielleicht ist 
der Verlust eines fiir jede Erythrocytenart charakteristischen 
Bruchteiles an Hamoglobin oder auch die Anhaufung des ent- 
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sprechenden freigewordenen Globinanteils in den roten Zellen 
das physiologische Signal fiir ihren nunmehr erfolgenden totalen 
Untergang. Kine weitere Uberschlagsrechnung ergibt, dab die 
yon uns angenommene intracellulire Bilirubinbildung im strémenden 
Blut héchstens 10°/, der gesamten tiglichen Gallenfarbstoff- 


pildung decken kann. Der Rest ist also dem Blutfarbstoffabbau 
beim Untergang der Erythrocyten zuzuschreiben. 


Sind E und E’ Pseudohimoglobine vom angenommenen 
chemischen Aufbau, so wird es verstindlich, daB ihre Trennung 
und Unterscheidung vom echten Himoglobin mit Schwierigkeiten 
verbunden ist. Der EHisengehalt ist natiirlich praktisch identisch; 
dasselbe trifft fiir die Gasbindung zu, wenigstens fiir die Frak- 
tion E. Durch Dialyse ist die Trennung naturgemaéB nicht 
méglich und infolgedessen sind die Pseudohimoglobine auch in 
den reinsten durch Elektrodialyse gewonnenen Hiamoglobin- 
ljésungen von Heilmeyer und Sundermann*®) enthalten. Bei 
der Krystallisation und Umkrystallisation * 1°) begleiten sie das 
Haimoglobin ebenso wie bei der Elektrophorese. Ihre Abtrennung 
gelang uns bisher nur partiell durch besondere Kunstgriffe (Adsorp- 
tion). Deshalb ist die Ubereinstimmung gewisser Konstanten*) in 
den durch Dialyse erhaltenen und aus Krystallen erhaltenen 
Himoglobinlésungen nicht weiter verwunderlich, sondern selbst- 
verstandlich, wie gegeniiber Heilmeyer und Plétner*) betont 
sei, Wenn man zwei einander Ahnliche Stoffe voneinander unter- 
scheiden will, so muB man den Unterschieden nachgehen und 
nicht den iibereinstimmenden Eigenschaften. Die wesentlichen 
leicht nachweisbaren Unterschiede zwischen Hamoglobin und 
,leicht abspaltbarem“ Eisen sind erstens die Kigenschaft, der das 
letztere seinen Namen verdankt, zweitens das Fehlen der Por- 
phyrinbildung bei der Enteisenung, eine Tatsache, die Heilmeyer 
und Plétner zu Unrecht gering schitzen, und drittens die weit 
héhere relative CO-Affinitét, die der Fraktion E, verglichen mit 
Hb, zukommt. 

DaB diese hohe CO-Empfindlichkeit des ,,leicht abspaltbaren“ 
Kisens sich als diagnostisches Hilfsmittel bereits mannigfach be- 
wahrt hat*5), dirfte bekannt sein (vgl. ein charakteristisches Bei- 
spiel im Versuchsteil). Bei der CO-Vergiftung ist aber zu er- 
warten, daB das Eingreifen des Giftes in die physiologischen 
Abbauvorginge des Blutfarbstoffes und damit indirekt in den 
Kisenstoffwechsel jedenfalls nicht bedeutungslos ist*®), 














Georg Barkan und Otto Schales, 


Versuchsteil*). 


1, Hemmung der Eisenabspaltung durch Blausdure. Defibyi. 
niertes Blut wird durch Zentrifugieren vom Serum befreit, der Blutkérper. 


chenbrei 2mal mit 0,9°/,iger Kochsalzlésung gewaschen und durch 7n. 
satz von so viel Wasser himolysiert, daB das 3fache des urspriinglichen 
Blutvolumens resultiert. 30 cem dieser Blutkérperchen-Lésungen werden in 
50 com MeBkélbchen gegeben und mit Blausiure versetzt. Die Blausiure. 
mengen betrugen (in der Reihenfolge der in Tab. 1 verzeichneten Versuche) 
20 cem 2°/,iger Lésung (Protokoll-Nr. 30/16), 20 cem 5°/,iger Lésung (Proto. 
koll- Nr. 80/29), 20 cem 5°/, iger Lésung (Protokoll- Nr. 80/31). Nach dem 
Blausiurezusatz bleiben die Kélbchen 1 Stunde stehen, dann erfolgt die Eisen. 
abspaltung aus diesen, durch den Blausiurezusatz nunmehr 1: 5 verdiinnten 
Blutkérperchen-Lésungen, wie iiblich durch Zusatz des gleichen Volumens 
0,8°/,iger Salzsiure und 24stiindiges Aufbewahren im Brutschrank. Der 
Gesamtgehalt an ,,leicht abspaltbarem“ Eisen und der durch Kohlenoxyd 
hemmbare Anteil wird nach der friiher beschriebenen Methode*’) in ent- 
sprechenden Parallelversuchen bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tab. 1 
zusammengestellt. 


2. Umwandlung von E’ in E. (vgl. Tab. 2). Mit Blutkérperchen- 
Lésungen (durch Zusatz von Wasser auf das 5 fache Volumen des Ausgangs- 
blutes himolysiert) werden drei getrennte Ansiitze vorgenommen. Erstens 
wird wie iiblich der Gesamtgehalt an ,,leicht abspaltbarem“ Eisen bestimmt. 
Zweitens ermittelt man die Menge von E’, also denjenigen Anteil des 
, leicht abspaltbaren“ Eisens, der nach Behandeln der Blutkérperchen- 
Lésungen mit Kohlenoxyd noch unter der Einwirkung verdiinnter Salzsiiure 
Fe-Ionen in Lésung schickt. Durch den dritten Ansatz leitet man CO, damit 
alles O,Hb in COHb umgewandelt wird und kein Reduktionsmittel mehr 
verbraucht, gibt die in der Tabelle verzeichneten Mengen Natriumhypo- 
sulfit zu und leitet noch weitere 30 Minuten Kohlenoxyd durch. Die in- 
folge der Reduktion erzielte Vermehrung von E auf Kosten des Gehaltes 
an E’ ist aus der Tab. 2 zu ersehen. Auch durch Behandlung von Blut- 
lésungen mit Wasserstoff scheint ein Teil von E’ in E umgewandelt zu 
werden, wie aus folgenden Versuchen hervorgeht. Blutlésungen 1:5 
wurden vor der Bestimmung des Gehaltes an ,,leicht abspaltbarem“ Eisen 
einerseits mit Kohlenoxyd, andererseits mit Wasserstoff durchgast. Die 
Behandlung mit Wasserstoff wurde 9 Stunden lang durchgefiihrt. Danach 
wurde die gleichfalls mit Wasserstoff behandelte Salzsiurelésung unter H,- 
Druck zur Blutlésung gegeben [vgl.'), S. 59]. Die Eisenabspaltung wurde 
dann wie iiblich vorgenommen und lieferte in zwei Beispielen die in Tab. 3 
im theoretischen Teile angegebenen Werte. 


3. Eisenabspaltung aus ,griinem Hamin“. ,,Griines Himin“ wird 
nach den Angaben von Lemberg (also unter geringfiigiger Abwandlung 
der Vorschrift von Warburg und Negelein) dargestellt. Etwa 40 mg 
des noch feuchten Rohproduktes werden in 50 ccm Wasser suspendiert, mit 
einigen Tropfen Natriumhydroxyd versetzt, so daB gerade Lésung eintritt, 
und filtriert. 





*) Bei der Durchfiihrung der Versuche leistete uns Fri. Selma Sussi 
wertvolle Hilfe. 
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Ansatz 1: 5 cem des Filtrates versetzt man mit 5 cem 0,8°/,iger 
Salzsiure, Brutschrank. Ansatz 2: vor der Salzsiiurezugabe wird Sauer- 
stoff durch die Lésung geleitet, sonst wie Ansatz 1. Ansatz 3: durch eine 
dritte Probe des Filtrates wird CO geleitet, nachdem spektroskopisch kon- 
trolliert war, daB das ,,griine Hiimin“ noch in der reduzierten Form (also 
als Pseudohiimatochromogen) vorliegt, dann Salzsiiurezusatz wie oben. Nach 
20stiindigem Brutschrankaufenthalt werden die Ansiitze filtriert. Je 5 ccm 
Filtrat werden 2mal mit je 8 cem Ather gewaschen. AnschlieBende 
Eisenbestimmung erfolgt wie tiblich. Alle drei Ansiitze zeigen den gleichen 
Eisengehalt von 0,40-10—° Mol Fe/ecm. Die gesamte Menge des an- 
gewandten ,,griinen Himins“ liefert demnach die 100fache Menge Eisen, 
also 4-10—5 Mol. Das entspricht einer vollstindigen Eisenabspaltung aus 
29 mg ,,griimem Himin“. 


4, Eisenabspaltung aus Pseudohimoglobin. — a) Ubertragung 
der Methodik von Warburg und Negelein zur Darstellung von 
,grinem Himin“ auf Blutlésungen. Wir behandelten Blutkérperchen- 
Lisungen, die auf das 4fache Volumen des Ausgangsblutes hiimolysiert 
waren, mit Hydrazinsulfat und Sauerstoff (ohne Pyridinzusatz). Die Hydrazin- 
menge dosierten wir nach dem Himoglobingehalt der Lésungen entsprechend 
den Mengenverhiltnissen, die Warburg und Negelein angewandt 
haben. In den Blutlésungen treten Verfirbungen nach Griin erst nach etwa 
10 Minuten ein, also wesentlich spiter als in Lésungen von reinem 
Himin. In den meisten Versuchen konnte keine reine Griinfirbung erzielt 
werden, es traten braungriine Zwischenténe auf. Sowie sich Ausflockungs- 
erscheinungen zeigten, wurden die Versuche abgebrochen und die Lisungen 
filtriert. Die Filtrate wurden durch Wasserzusatz auf eine Blutverdiinnung 
1:5 gebracht und einmal direkt, einmal nach vorausgegangener Behand- 
lung mit Kohlenoxyd mit dem gleichen Volumen 0,8°/, iger Salzsiure versetzt. 
Es zeigte sich, da8 der Gehalt an ,,leicht abspaltbarem“ Eisen wesentlich 
gestiegen war, wir fanden Mengen von 1,25—2,0- 10~’ Mol Fe/ccm Blut- 
lésung 1:10. Die Kohlenoxydbehandlung hemmt diese Eisenabspaltung nicht. 


b) Gewinnung von Pseudohimoglobin durch Behandlung 
von Blutlésungen mit Kaliumcyanid und Wasserstoffperoxyd. 
Eine optimale Kaliumcyanid-Menge, die man den Blutlésungen zufiigen 
mu, um durch anschlieBenden Zusatz von H,O, zu Pseudohimoglobin zu 


| gelangen, 1aéBt sich nicht angeben. Sie hingt von der individuellen Be- 


schaffenheit des betreffenden Blutes ab. Deshalb wurde in Testreihen mit 
wachsender Kaliumcyanid-Zugabe das zweckmiBigste Mengenverhiiltnis er- 
mittelt und dann jeweils auf den gréBeren Ansatz iibertragen. 


Beispiel 1 (Protokoll-Nr. 30/104): 50 cem Blutkérperchen-Lésung (auf 
das 5fache Volumen des Ausgangsblutes verdiinnt) werden mit 40 ccm 
5°/,iger Kaliumeyanid-Lésung versetzt. Dann gibt man 10 ccm 3°/,iges 
Wasserstoffperoxyd zu und laBt 20 Minuten stehen. Die Lésung ist dann 
intensiy griin. 20 ccm dieser Lisung werden mit 3 ccm 2 n-HCl neutralisiert, 
dann werden noch 20 cem 0,8°/,iger Salzsiure zugegeben und der Ansatz 
in den Brutschrank gestellt. Durch weitere 30 cem der griinen Lésung 
leitet man Kohlenoxyd, setzt dann 0,2 ccm 10°/,ige Natriumhyposulfit- 
Lisung zu und leitet anschlieBend nochmals Kohlenoxyd durch. Von der 
so vorbehandelten Lésung werden wiederum 20 ccm entnommen, mit 3 ccm 
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2n-HCl neutralisiert und nach Zugabe von 20 cem 0,8°/,iger Salzsiure ip 
den Brutschrank gestellt. Nach 24 Stunden wird ultrafiltriert und der Eisen. 
gehalt der Filtrate bestimmt. Da die Verdiinnung der Brutschrankansiitze 
gegeniiber dem Ausgangsblut 1: 21,5 betriigt, werden die ermittelten Eisen. 
gehalte der Ultrafiltrate mit 2,15 multipliziert, damit sie mit Blutlésungen 
1:10 verglichen werden kénnen. 

Beispiel] 2 (Protokoll-Nr. 30/110): 30 cem Blutkérperchen-Lésung 1 : 5, 
24 ccm 5°%/,ige Kaliumcyanid-Lésung, 6 cem Wasser und 10 cem Wasser. 
stoffperoxyd ergaben eine griine Liésung. Hiervon werden 15 cem nit 
2cem 2n-HCl neutralisiert und nach Zusatz von 15 cem 0,8°/,iger Salz- 
siure in den Brutschrank gestellt. Durch weitere 15 ccm leitet map 
Kohlenoxyd, gibt nach 30 Minuten 0,3 eem 10°/,iger Natriumhyposulfit. 
Lésung zu und setzt das CO-Einleiten noch */, Stunde fort. Dann wird 
durch Zusatz von 2 ccm 2n-HC! neutralisiert, mit 15 cem 0,8°/,iger Salz- 
siiure versetzt und in den Brutschrank gestellt. Die Verdiinnung gegeniiber 
dem Ausgangsblut betriigt 1:26,4; die nach 24stiindigem Brutschrank. 
aufenthalt und anschlieBender Ultrafiltration in den Filtraten vorgefundenen 
Eisenmengen werden deshalb mit 2,64 multipliziert, damit ein direkter Ver. 
gleich mit den Blutlésungen 1:10 erfolgen kann. Der urspriingliche Ge. 
halt des verwendeten menschlichen Ausgangsblutes an ,,leicht abspaltbarem“ 
Eisen und die Fraktion E’ desselben werden in Parallel-Ansiitzen bestimnt. 

Die in Beispiel 1 und 2 beschriebenen Versuche mit menschlichem 
Blut lieferten die Ergebnisse in Tab. 4. 


Tabelle 4. 
Fe in Mol- 10~"/cem, bezogen auf Blutlésungen 1:10. 




















Aen Nest mresunll iammlannaneset ates deat 
wee Pee E+E | E 
vir ai a = 1,72 > 0,86 
30/110 0,20 0,10 1/58 106 








5. Bilirubin und Plasmaeisen. Die folgende Tabelle zeigt (nach 
Bestimmungen von H. Schnee) in einigen Beispielen den Gehalt des 
Plasmas an Bilirubin und Eisen. Ferner ist aus ihr die Wanderung beider 


Tabelle 5. 


Bilirubin und Plasmaeisen. 
(Menschliches Blut, Bilirubin in mg/100 ccm, Eisen in Mol - 10~7/eem.) 























- Pit eben: 








Peotakalts Bilirubin a Eisen | 
Nummer sofort nach 6 Std. sofort nach 6 Std. 
12/12 0,33 0,49 0,30 0,50 
12/39 0,71 0,93 0,10 > 0,20 
12/77 0,50 0,59 0,20 0,25 
12/79 0,36 0,46 0,25 0,35 
12/83 0,28 0,37 0,20 0,30 
18/4 0,28 0,39 0,15 0,25 
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Substanzen ins Plasma wihrend des mehrstiindigen Brutschrankaufenthaltes 
yon ungerinnbar gemachtem Blut (Liquoid ,,Roche“) zu entnehmen. Die 
Bilirubinbestimmung erfolgte nach der von Heilmeyer und Krebs*) fiir 
die photometriscke Bestimmung modifizierten Vorschrift yon Jendrassik 
lund vy. Czike™). 


6. Versuche mit Plasma- und Serumeisen. a) In zahlreichen Ver- 
suchen wurde der Eisengehalt des Plasmas bzw. Serums verschiedener 


Tierarten bestimmt. Durch einen Teil des betreffenden Plasmas bzw. 
Serums wurde dann Kohlenoxyd geleitet, wenig Natriumhyposulfit zu- 
gegeben und nach weiterem Kohlenoxydeinleiten gepriift, ob eine Hemmung 
der Eisenabspaltung vorliegt. In keinem der Versuche zeigte sich eine Ver- 
minderung des Gehaltes an ,,leicht abspaltbarem“ Eisen, Die angewandten 
Mengen Natriumhyposulfit betrugen 0,1—0,3 mg/ecm Plasma. 

b) In einem Pferdeblutserum (Prot.-Nr. 27/147) wurde der Eisengehalt 


bestimmt. Er betrug 0,15-10~7 Mol Fe/eem. Zu 10 cem dieses Serums gibt 


man 10 cem gesittigte Ammonsulfat-Lésung, Die ausgeschiedenen Globuline 
werden abzentrifugiert und in 10ccm Wasser geliést. Die Albuminfraktion war 
eisenfrei; der Kisengehalt der Globulinfraktion war 0,15-10~’ Mol Fe/cem. Das 
gesamte Serumeisen fand sich also in der Globulinfraktion. 


7. Eisenabspaltung und Kohlenoxyd-Vergiftung. Im theoretischen 
Teil war gesagt worden, da8 der Hemmung der Eisenabspaltung aus E 
diagnostische Bedeutung bei der Kohlenoxyd-Vergiftung zukommt. Ein Bei- 
spiel soll diese Angaben erliutern. Am 10. Februar 1937 vormittags wurde in 
die hiesige '. Innere Universitiits-Klinik eine Frau in bewu8tlosem Zustande 
eingeliefert, die Anzeichen einer Kohlenoxyd-Vergiftung zeigte. In einer 
Blutprobe, die um 13 Uhr entnommen wurde, konnte jedoch kein Kohlen- 
oxydhimoglobin spektroskopisch nachgewiesen werden. Wir bestimmten in 
der gleichen Probe den Gehalt an ,,leicht abspaltbarem“ Eisen und fanden 
den sehr niedrigen Wert von 0,175-10~® Mol Fe/ecm Blut. Mit der 
Besserung des Gesundheitszustandes der Kranken nahm auch der Gehalt 
des Blutes an ,,leicht abspaltbarem“ Eisen zu, d. h. die durch das Kohlen- 
oxyd verursachte Hemmung der Abspaltung ging zuriick. Nach 6 Tagen 
hatte der Gehalt des Blutes an ,,leicht abspaltbarem“ Eisen den normalen 
Wert bereits iiberschritten. Ob dieser héhere Wert fiir die Patientin 
charakteristisch war oder nach einigen Tagen auf die niedrige Norm sank, 
konnten wir nicht feststellen, da sie die Klinik verlieB. Den Verlauf der 
Zunahme des ,,leicht abspaltbaren“ Bluteisens zeigt folgende Zusammen- 
stellung, wo die Zeit der Entnahme mit vermerkt ist. Der Eisengehalt 
betrug in Mol - 10—® Fe/eem Blut: 


10. Il. 18 Uhr 0,175 12.11. 18 Uhr < 0,30 
1.5%. 1%... (0,255 16. 11. 12 ,, 0,40. 
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Uber die Wirkung von «-Malzamylase 
auf einige Starkesubstanzen. 


(5. Mitteilung tiber enzymatische Amylolyse 
in der von M.Samec und E. Waldschmidt- Leitz 
begonnenen Untersuchungsreihe.) 


Von 
M. Samec. 
Nach Versuchen von M. Battestin. 
Mit 5 Figuren im Text. 
(Aus dem Chemischen Institut der Konig Alexander-Universitét Ljubljana-Jugoslavien.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Juni 1937.) 


In einigen Mitteilungen wurde dargetan, daB jodcolorimetrisch 
differenzierte Starkesubstanzen einerseits von ein und derselben 
Amylase verschieden leicht angegriffen werden, und daf anderer- 
seits verschiedene Amylasen ein und dieselbe Stirkesubstanz 
verschieden weit hydrolysieren. Amyloamylosen werden z. B. von 
allen bisher gepriiften Enzymen vollig verzuckert, wenn nur die 
angewandte Enzymmenge ausreichend ist. Bei jenen Starke- 
substanzen, in welchen wir Erythrokomponenten annehmen, finden 
wir aber einen Stillstand in der Hydrolyse. So kommt die Wirkung 
der 8-Malzamylase bei der Lintner- und Fouard-Starke nach 


+ rreichen eines Verzuckerungsgrades von 60—70°/, der theo- 


retischen Maltosemenge praktisch zum Stillstand, Erythrokérper 


> (Erythroamylosen oder Amylodextrin Meyer) werden nur zu 


45°/, Maltose hydrolysiert. Die a-Pankreasamylase bildet aus 


den Erythroamylosen 66—70°/, Maltose*’). 


Bisher haben wir die 3-Amylase aus Gerste, die #-Amylase 


Sud die a,8-Amylase aus Malz, sowie die phosphatasefreie 


w-Amylase aus Pankreas untersucht. Die vorliegende Studie ist 


der «-Amylase aus Malz gewidmet. 


‘) M. Samec u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Z. 203, 6 (1931). 
*) M. Samec, Diese Z. 286, 108 (1935). 
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Wir wissen seit E. Ohlson*), daB dieses Enzym (Ohlson 
nannte es Dextrinogenamylase) lisliche Starke rasch zu Achroo. 
dextrinen abbaut, wobei — und zwar anfangs — nur eine geringe 
Menge Maltose gebildet wird*®). Sowohl diese als auch die Dex- 
trine treten in der a-Form auf®). 


Die von G. A. van Klinkenberg erwartete Spezifitit der 
«-Malzamylase konnte jedoch nicht bestatigt werden, denn sie 
hydrolysiert den Restkérper der #-diastatischen Hydrolyse (Erythro- 
granulose, welche ,,a-Stirke“ sein miiBte) nur zum Teil, greift 
aber umgekehrt auch die Klinkenbergsche f-Stirke an’), 

Im Gegensatz zur f-Amylase reagiert die «-Amylase mit — 
Oxyacetylstirke, allerdings wird nur die hohe Viscositét der : 
Lésungen vernichtet, ohne daf reduzierende Gruppen auftreten , 
wiirden §), q 

I, Reduktionsvermégen. - 

Fiir die Versuche, iiber welche hier berichtet wird, stellten I d 
wir eine a-Amylase nach den Angaben von G. A. van Klinken- J py 
berg dar‘). Eine Abanderung bestand darin, daB wir die wiBrige h 
Suspension vom geschrotteten Malz nicht filtrierten, sondern zentri- t] 
fugierten, und daB wir zur Fillung anstatt Alkohol Aceton (End- di 
konzentration 65,6) verwendeten. Die Ausbeute am enzymhaltigen W 


Material ist bei beiden Fallungsmitteln praktisch dieselbe. Bei W 
Vernachlissigung der Klinkenbergschen ,,Fallung II“ erhielten & 
wir aus 1 kg Malz mit Alkohol 2,04 g und mit Aceton 1,93¢ BH si 
Enzym (Klinkenberg bekam 0,5 g, Hannes 8,4 g). Der Wys- © 
mannsche Diffusionsversuch zeigte reine @-Amylase an. Das 
Priparat war frei von Maltase. 
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A 

50 cem einer 5°/,igen Maltoselésung wurden mit 10 cem '/,,n-Acetat I 
; puffer von py 6,2 und 40 cem einer Lésung von 33,3 mg a-Amylase in FB — 
100 g Lisung versetzt und 48 Stunden bei 30° stehen gelassen. Das Reduk- 
tionsvermégen von 25 cem dieser Mischung betrug anfangs 8,50, nach & : 


48 stiindiger Reduktionsdauer ebenso 8,50 ccm */,, n-Na,S,O3. 


In der Wirksamkeit kam unser Acetonpriparat der Klinken- 
bergschen a-Amylase nahe. 


5) Medd. Carlsberg Labor. (din.) 16, Nr. 7 (1936); Diese Z. 189, 17 (1930). 
4) G. A. van Klinkenberg, Diese Z. 209, 257—-258 (1932). 

) G. G. Freemann u. R. H. Hopkins, Biochemic. J. 30, 442 (1936). 
) G. G. 


d 

. G. Freemann u. R. H. Hopkins, Biochemie. J. 30, 451 (1936). 
7) C. 8S. Hanes, Canad. J. of Research Sec. B 18, 185 (1935). 
) 


*) W. Ziese, Diese. Z. 229, 213 (1984). 
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ulson Beim Ansatz: 

chroo. 50 cem 1 °/,ige Lésung von Lintner-Stirke, 
ringe 25 cem '/,,n-Citratgemisch py = 5,75, 

ws : 5 eem Enzymlésung */39), (= 1,7 mg Enzym) 


in 100 cem Gesamtvolumen 


| lieferte bei 40° innerhalb 45 Minuten 





























: - die a-Amylase von Klinkenberg ee eS es 26,6 mg Maltose 
| unsere a-Amylase mit Alkoho] gefallt .. . . 371mg __,, 

thro- : und unsere «-Amylase mit Aceton gefillt. . . 27,9mg ___,, 

a Klinkenberg bezeichnet als Enzymlésung '/,,,. eine Lisung 

. mit me 100 mg Enzympraparat in 100 g Lésung; die Wirksamkeit 

de i einer solchen Enzymlésung erreichten wir demnach bei einem 

| Gebalt von 95 mg Enzym in 100 g Lésung. 

reten ; . i. 
, Kine Charakterisierung der Lisungen von g-Amylase nach 
| Amylasen-Kinheiten im Sinne von R. Willstitter, E. Wald- 
| schmidt-Leitz und A. R. F. Hesse®*) begegnet Schwierigkeiten, 

sliten J da man bei dieser Amylase und ldslicher Stirke als Substrat 

ken- nicht recht von einer Abbaugrenze sprechen kann. Die Reaktions- 

Brige hemmung, welche G. A. van Klinkenberg bei etwa 36°/, der 

¢ntri- theoretischen Maltose beobachtete?), fand zwar auch Hanes’), 

Knd- doch geben beide Autoren iibereinstimmend an, daB die Hydrolyse 

tigen [ weiter lauft und ein um so griéBeres Reduktionsvermégen erreicht 

Bei wird, je enzymreicher die Mischung ist. 

elten Das gleiche konnten auch wir an allen gepriiften Stirke- 

93 ¢ HF substanzen feststellen (Tab. I). 

a Tabelle I. 
| EinfluB der Enzymkonzentration. 
: Ansatz: 200 cem Sol, 100 cem 1/,, n-Citratpuffer, 100 cem a-Amylase [Enzym- 

cetat: i Lésung fiir jeden Versuch frisch bereitet*)). 7’ = 40° py = 5,0. 

se 10 a 

nel : Mg-Enzym | Prozente Maltose nach einer Hydrol d Stund 

nach : in 100 eem y ysenaauer von unden ‘ 
| Reaktions- [~~ Cn SAS DESK: RN RAL FANT TS AbD Ti Wan Rats 

cembséhs 0 1 2 eo ooh. tT Foe 31 

rene 4 a Ss 
: Lintner-Stirke 0,8°/,. Maltosebestimmung in 10 ccm. 
: 1,56 0,6 26 | 45 | 66 | 75 | 85 | 14,0 | 17,2 
: 2,5 1,0 | 17,7 | 26,1 | 27,1 | 27,5 | 28,5 | | 38,5 

930). 6,25 1,3 | 16,3 | 23,8 | 282 | 32,0 | 87,8 | 72,7 
'  *) Das Enzympriiparat wurde mit entsprechender Menge Wasser von 

ti re 17° angeriihrt. 


”) Diese Z, 126, 143, und zwar 155ff. (1922/23). 
') G. A. van Klinkenberg, Diese Z. 212, 173 (1932). 
9* 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





a, 











nee = Prozente Maltose nach einer Hydrolysendauer von Stunden 
Reaktions- pe | | i i os 
gemisch 0 | 1 | 2 3 | Pat | se | 31 








Erythroamylase 0,18°/,. Maltosebestimmung in 20 ccm. 
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1,56 2,6 | 17,1 | 28,0 | 25,0 | 38,1 | 35,4 52,8 
2.5 13 | 30,5 | 342 | 409 | 425 | 44,1 63,0 
6,25 3,9 | 82,7 | 41,5 | 48,6 | 52,8 | 64,7 69,0 
Amylodextrin Meyer 0,9°/,. Maltosebestimmung in 10 ccm. 

1,56 0,9 | 11,5 | 15,9 | 16,9 | 17,5 | 16,9 | 17,5 
2,5 0,9 | 15,9 | 19,8 | 23,1 | 24,8 | 26,1 | | 38,7 
6,25 1,4 | 20,0 | 24,3 | 26,5 | 80,4 | 84,8 | 56,4 








Hierbei kommt es nicht nur auf die Konzentration des Enzyns 
an, sondern besonders auch auf die relative Menge von Enzym 
zu Substrat (Tab. I). Namentlich in den ersten Stunden werden 
bei gleicher Enzymkonzentration in verdiinnten Solen prozentual 
auBerordentlich viel mehr reduzierende Substanzen gebildet als 
in konzentrierteren. Da die beiden besonders typischen Stirke- 
fraktionen die Amylo- und Erythro-Amylosen bei der Fraktio- 
nierung der Starkelésungen nur in Form verdiinnter Sole erhalten 
werden, arbeiteten wir bei vergleichenden Versuchen durchweg mit 
einer Endkonzentration von etwa 0,2°/, Stiirkesubstanz (Tab. III, 


Tabelle IL 


Einflu8B der Konzentration des Substrates. 


Ansatz: 200 ccm Sol, 100 cem ’/,) n-Citratpuffer, 100 cem Amylase-Lésung 
enthaltend 25 mg, also 6,25 mg Enzym auf 100 ccm Reaktionsgemisch. 
ie = 40°, PH = 5,0. 





Gramm Gramm Prozent Maltose 
Stirkesubstanz | Enzym auf | nach einer Hydrolysendauer von Stunden 
in 100g Hydro- | 100 g Sub- | aks wesc: ‘ 


















































lysengemisch strat _ ae ae 2 3 5 7 31 

Lintner-Stirke. 

0,07 8,9 5,43 | 42,7| 51,9 | 58,9 | 72,4 | 71,9 | 80,7° 

0,8 0,7 1,3 | 16,3! 28,3 | 28,2 | 32,0 | 37,8 | 72,1 

Amylodextrin Meyer. 

0,07 8,9 6,9 | 36,4 | 42,7 | 46,6 | 61,8 | 69,7 | 77,9 

0,9 0,7 1,4 | 20,0 | 24,8 | 26,5 | 80,4 | 34,8 | 564 
Erythroamyiosen. 

0,07 9,5 7,3 | 85,6 | 46,9 | 54,2 | 54,2 | 76,8 | 90,9 

0,19 3,3 8,9 | 82,7 | 41,5 | 48,6 | 52,8 | 64,7 | 69,0 
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Wir erreichten dementsprechend einen wesentlich héheren 


—= Abbaugrad als andere Forscher. 
tunden 


fc Tabelle III. 
a : EinfluB der a-Amylase auf verschiedene Stirkesubstanzen. 


' 200 cem Stirkesubstanz-Sol, 100 cem */,, n-Acetat-Puffer, 100 ccm «-Amylase- 
; Lésung enthaltend 50 mg Enzym in 100 g, pq = 5,75. 




















aes T = 40° Maltosebestimmung in 20 ccm. 

69,0 —— 

: eee Maltose in Proz. der theoretischen Menge 

‘ s sas onzen- 

175 fy Stem: Fai TN 

38,7 in % |.0 | 2 | 2:| 8-| 5 | 7 | 98] 88 

56.4 4 —_ — - - a en 
| Amylo-Amylosen. . 0,18 6,9 | 64,5 | 83,1 86,4 87,0 88,1 92,7 

wyms ee Lintner-Stiirke. . . 0,18 | 10,4 | 48,3 | 57,3 | 61,1 | 64,1 79,8 | 86,9 

MZYIS HE Erythroamylosen. . | 0,20 | 4,7| 48,3 | 58,4 | 66,4 | 69,0 70,9 80,0 

zy # Amylodextrin-Meyer 0,21 6,4 | 31,4 | 37,1 | 45,0 | 49,0 82,7 | 86,3 

erden 

ntual Die Amyloamylosen werden innerhalb 31 Stunden zu 92,7°/, 


t als JE der theoretischen Maltosemenge verzuckert. Die Lintner-Starke 
‘irke- J und das Amylodextrin Meyer zu 86 und die Erythroamylosen 
aktio- J zu 80°/,. Aber auch in den ersten Stunden der Hydrolyse sind 
alten (i die Verzuckerungsgrade in unseren Versuchen wesentlich héher 
¢ mit M™ als bei Klinkenberg und nahern sich sehr den Resultaten von 
. ITT, Be Hanes. 

Diese Tatsache wird erklirlich, wenn wir die verwendete 

| Enzymkonzentration und das Verhialtnis Substrat: Enzym beriick- 

' sichtigen (Tab. IV). 














jsung Tabelle IV. 
sch. é — 
a Enzymkonzentration | Relative Enzym- 
—— in mg auf 100 Menge in g 
4 Reaktionsgemise auf 100 g Substrat 
iden a = ; So —_ re ee ee een ee = ? aoe se Pt = a cae at 
—— 9 Klinkenberg. ....... 1,6—16 0,833—1,7 0 
| 81 Mi Hanes 6 Sosa ss 2,5—20 0,25—2,0 
| Unsere Versuche, Tab. III . 12,5 6,25 
oe : Wihrend demnach in der Verzuckerungsgrenze der vier 





' untersuchten Stirkesubstanzen bei geniigender Menge a-Amylase 
' keine sehr groBen Unterschiede beobachtet werden, zeigen sich 
564 fe Solche in den ersten Stunden der Hydrolyse. Die Amyloamylosen 

; werden schon nach 3 Stunden zu 80°, d. Th. verzuckert, die 
go, @ Erythroamylosen zu rund 65 und das Dextrin Meyer nur zu 
69,0 FB) 45°/,. Die Lintner-Starke nihert sich den Erythroamylosen (Fig.5). 
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II. Jodfarbe. 


Besonders typisch fiir die w-Amylase ist das rasche Ver. 


schwinden der Jodfarbe, welches der Verzuckerung weit voraus. 
eilt. Ist die Enzymkonzentration gering genug, lassen sich zwischen 
den jodcolorimetrisch differenzierten Stirkesubstanzen deutliche 
Unterschiede feststellen. Bei einem Gehalte von 1,6 mg «Amylase 
in 100 ccm der Reaktionsmischung verloren die Amyloamylosen 
innerhalb der ersten Stunde die Jodfarbe praktisch ginzlich, be; 
den Erythroamylosen wird sie innerhalb dieser Zeit auf Rot-orange 
abgeschwacht und beim Amylodextrin Meyer bleibt sie durch 
31 Stunden auf einem schwachen Orange bestehen (‘T'ab. V). 


Tabelle V. 


Konzentration des Substrates 0,2 °/,; 1,6 mg Enzym in 100 cem der Hydro. 
lysiermischung; auf 100 g Stirkesubstanz kommen 0,9 g o-Amylase. 
































Hydro- Jodfarbe 
— Amyloamylosen |  Erythroamylosen Amylodextrin 
auer 7 | 5 SR — 
"lo | *lo | °/ 
— — — Se — . ————— — — — 
blau | violett-rot, | | ) 
0 grin 1,99 | jadi | 9,0 orange | 0,98 
1 gelb 41,4 esasumne  ooa a ne 
orange, | | 
2 ‘ 48,1 Rory rave ies lee ee 
3 * 52,0 orange | 25,0 | 95 | 16,9 
5 fe 53,8 - ae a . | 195 
7 58,8 ' Oe... ee Cane aie oe 











Die Verzuckerung erreichte unter diesen Bedingungen bel 
den Amyloamylosen 58,8, bei den Erythroamylosen 35,4 und beim 
Amylodextrin 17,5°/, der theoretischen Maltosemenge. 

Man kann das Schwinden der Jodfarbe colorimetrisch ver- 
folgen und nach dem in der IV. Mitteilung?) dargelegten Prinzip 
mit dem Anstieg des Reduktionsvermégens vergleichen. Es er- 
geben sich Diagramme, wie sie fir Lintner-Starke fir die 
Erythroamylosen und fiir das Amylodextrin Meyer in den Fig. | 
bis 3 gezeichnet sind. 

Wahrend bei der Hydrolyse mit #-Amylase die Kurven des 
Reduktionsvermégens und der Jodfarbe fast kongruent verlaufen 
(IV. Mitteilung, S. 108), sehen wir sie bei der «Amylase stark 

































e' 





> Ver. 
Oraus- 
ischen 
itliche 
nylase 
ylosen 
h, bei 
Tange 


durch 





rin 
“a 
altose 


0,98 
1,5 


5,9 
6,9 
7,5 


1,5 


n bel 
beim 


ver: 
‘{nzip 
S el- 
* die 


‘ig. | 


. des 
wufen 
stark 





divergieren. 


Uber die Wirkung von «-Malzamylase auf einige Stiirkesubstanzen. 





128 




















Das Farbvermégen mit Jod schwindet auch dann 
stark, wenn das Reduktionsvermégen kaum noch ansteigt (Fig. 4). 
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Fig. 1. 


Fig. 2. 


Lintner- Stirke 0,83 °/,, 1,59 mg Enzym in 100 ccm Reduktionsmischung, 
0,192 g Enzym auf 100 g Substrat. 
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2 
" Zet? tn Stunden 


Erythroamylosen 0,18 °/,, 1,59 mg Enzym in 100 ccm Reduktionsmischung, 
0,86 g Enzym auf 100 g Substrat. 


Besonders rasch verliert sich die Jodfarbe in Gegenwart 


etwas gréBerer Enzymmengen. 
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In Hydrolysierungsmischungen, welche in 100 ccm 0,2 : 


Starkesubstanzen und 12,5 mg w-Amylase enthielten, in welche: 


® 
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672. Shelenterle am Kolorimeter Dubos gue 
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Fig. 3. Amylodextrin Meyer 0,87 ®,, 1,59 mg Enzym in 100 cem Reduktionsmischung 
0,182 g Enzym auf 100 g Substrat. 
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also auf 1g Stirkesubstanz etwa 60mg Amylase kamen, war zur 
Zeit Null, d. h. sofort nach Fertigstellung der Mischung und Ab- 


téten des Enzyms bei den 


Amylo- Erythro- Amylodextrin 
amylosen amylosen Meyer 
Gig DOGMNG «1.8 6 ss rot orange-gelb gelb-orange 
und das Reduktionsvermégen . . 4.7 4,7 6,4°/, Maltose 
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Wir sehen, dab das Freisetzen von reduzierenden Gruppen 
ind das Schwinden der Jodfarbe auf zwei ginzlich verschiedenen 
Vorgangen beruhen miissen. Das geringe Reduktionsvermégen, 
welches zur Zeit, wenn die Jodfarbe praktisch verschwunden ist, 
heobachtet wird, laBt zweifelhaft erscheinen, ob die Ursache fiir 
das Schwinden der Jodfarbe nur in einem Abbau zu einem 
.Dextrin“ liegt; wir neigen, wie erwahnt, vielmehr zu der An- 
nahme, dab das Enzym an die fir die Jodfarbe mafSigebenden 
\tomgruppen der Starke angelagert wird und diese abschirmt 
oder sprengt?). In Ubereinstimmung mit dieser Annahme ist die 
Beobachtung, daB die Jodfarbe im Anfangsstadium der Hydrolyse 
durch Kochen teilweise zuriickkehrt oder sich von Rot-orange 
nach Blau-violett verschiebt. 


IV. Koagulation. 

Die zweite Begleiterscheinung der Hydrolyse mit ¢-Amylase 
ist bekanntlich eine partielle Flockung des Substrates. Aus unseren 
Beobachtungen geht hervor, daB sie nur bei nicht zu weit pepti- 
sierten Stirkesubstanzen zu beobachten ist; das Amylodextrin 
Meyer gab z. B. auch in 1 °/,igen Lésungen kein Koagulum. 

Die drei anderen hier untersuchten Stirkesubstanzen flockten 
meist schon innerhalb der ersten Stunde, nur die Amyloamylosen 
yrauchten in einer Versuchsreihe hierzu fast 2 Stunden. Die 


Tabelle VL. 





Koagulation erfolgt 


Substrat : Enzy farbe °', Maltose 
bstrat : Enzym ‘eeeasieall Jodfarbe | » Maltose 








Amyloamylosen 0,28 °/,. 


100 : 0,9 der 2. Stunde gelb 45 
100 =: 5,5 ~ - - 64,5 
Lintner-Stiirke 0,2 °/. 

100 7 | der 1.Stunde | gelb | 43,3 
Lintner-Stirke 0,8 °/. 

100 0,2 der 1. Stunde violett-blau 7,4 
100 0,2 “a blau-violett 2,6 
100 : 0,8 ae rot-violett 17,7 
100 =: «0,8 aw De ws rot-violett 20,8 
100 =: «(0,7 a ee gelb 16,4 











Erythroamylosen 0,2 °). 


100: «(0,9 der 1. Stunde orange 27,6 
100: «1,5 a ae graugelb 30,1 
32,7 











100: 3,3 cm & gelb 32 
100: 5,6 ae - 
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Hlockung erfolgt sobald sie eingesetzt hat 
wird klar. Hierbei laBt sich 
zuckerungsgrade noch zu der 
einige Beispiele. 

Die getlockte Substanzmeng: 


rasch, die Lis 
weder eine Beziehung zu dem 
lodfarbe herausfinden. Tab. V1] 


ist sehr gering. Bei zwet 
sintner-Starke durchgefiihrten Bestimmungen’ 
wischen der 1. und 2. Stunde maximal 1,9 °/ 
efindlichen Substanz im Koagulun 
ortschreitender Hydrolyse 


fanden 


der ln JOS] 


dessen Menge iibrigens 


etwas abnimmt 


Diskussion. 


Den Vergleich der Wirkung verschiedener Amylasen aut 
\dcolorimetrisch difterenzierten Stirkesubstanzen kénnen wir wu 


Beriicksichtigung dreier Faktoren fortfiihren, und 


\¢ 
‘ 


~ZWar: 

die Reaktionsgeschwindigkeit innerhalb der ersten Stund 
2. des Hydrolysengrades, bei welchen eine 
tritt, und 


) 


3. der Verzuckerungsegrenze. 


Hemmung 


Adl. Fig. 5, welche unsere jetzigen 
Wirkungen der Pankreas-Amylase? 
[Y. Mitteilung lassen vermuten. 


Messungen und 
illustriert, sowie Fig. 2 
iaBb beide g-Amylasen die Amy 
kérper auBerordentlich viel rasche1 


kérper, wihrend bei der ¢-Amylase das umgekehrte der Fall 
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ntersuchten Starkesubstanzen tiber 80°), 
ver auch bei dieser weitgehenden Verzuckerung die Reihenfolge 
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Das gleiche gilt von der bisher erreichten Verzucke 
Mit #-Amylase findet man einen um s0 
criBeren Verzuckerungsrest, je reicher das Stiarkeprodukt an der 
Die Pankreasamylase liefert bei den Erythro- 
amylosen einen Verzuckerungsrest, bei den Amyloamylosen aber 
keinen. Die Wirkung der @-Malzamylase kann durch Vergréberung 
ier Enzymmenge soweit gesteigert werden, daB sie alle bisher 


verzuckert: wir finden 


myloamylosen—Lintner-Stirke—Erythroamylosen wieder. 


Tabelle 


VIL. 


Verzuckerungsgrenze. 
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Diskussion tiber die Her- 


beobachtet 


eine gréBere oder kleinere Menge der ,,Krythro*-Form an- 
umen; die Ausbeute ist um so gréBer, je mehr Krythrosubstan: 
lem betrefienden Stiirkeprodukt vorhanden ist, ferner erfahrt 


3-diastatische Hydrolyse zu einem Zeitpunkt eine deutliche 








K Samec, Wirkung von a-M mvlase auf einige Stirkesubstanze 
emmung, in welchem die blaue Jodfarbe des Hydrolysengemisch: 
oten Platz macht. Diese Feststellungen fiihren zu der Ai 

ne, daB die Erythrogranulose aus dem Erythro-Anteil d 
etreffenden Stirkesubstanz stammt und nicht etwa ein Deri 
er Amyloamylosen darstellt Kinklang damit steht der [: 


von A. R. Ling und 

koholgefiallter Gerstenamylase 
erzuckert werden, wiihrend 
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Uber «- und °-Oestradiol 


Vv on 


Adolf Butenandt und Cornelius Goergens 


Mit 2? Fieu . 


Die chemische kKonstitution des Kollikelhormons Oestron ([ 
kann durch die Arbeiten der letzten Jahre als vollstandig geklirt 
ngesehen werden. Nachdem durch Butenandt und Westphal! 
4-Ringstruktur und der aromatische (phenolische) Charakte: 
des Oestrons sichergestellt und durch Butenandt, Weidlich 
und Thompson”*) auf dem Wege eines iibersichtlichen Abbaus 
lie Zugehorigkeit des Oestrons zu den natiirlichen Phenanthren- 
erivaten nachgewiesen worden war, sind durch Cook und seine 
Mitarbeiter‘) die letzten EKinzelheiten in der Konstitution des weib- 
lichen Priigungsstoffes durch seine Uberfiihrung in synthetisch zu- 
cingliche Derivate des Cyclopentenophenanthrens ermittelt worden 
Lurch die Aufklirung der Konstitution des Oestrons waren auch 
Strukturformeln der iibrigen natiirlich vorkommenden oestro- 
nen Wirkstofie weitgehend festgelegt, die man gemeinsam mi! 


~ . A 


- 


Bemerkungen zur Nomenklatur: Auf Grund der Besprechunget 
der 2. Internat. Konferenz zur Standardisierung der Sexualhormone 
mdon Juli 1935, verwenden wir seither in unseren Arbeiten tiber Follike! 
rmone den Namen Oestron fiir das ,,«-Follikelhormon* C,,H,,0,, Oestra 
fiir das ,,Dihydro-follikelhormon" (©,,H,,O, und Oestriol fiir da 
likelhormonhydrat“ C,,H,,O,. [Z. angew. Chem. 48, 805 (1935) 

Diese Z. 225, 147 (1934). 

Ber. chem. Ges. 66, 601 (1933). Die dort verdttentlichte vorliutige 
Vitteilang ist in der Dissertation von H. A. Weidliech dureh ausfiihrliche 
ugaben belegt worden: ,,Uber das Grundskelett des Follikelhormons. Eiu 

trag zur Konstitutionsermittlung des weibl. Sexualhormons*. Dissertation 
fungen 1934 

Ber. chem. Ges. 67, 140 (1934 

J. W. Cook u. A. Girard, Nature 153, 877 (1934): Cohen, Cook 
liewett u. Girard, J. chem. Soc. 1984, 653; J. W.Cook, Chem. a. Ind 
La : (onen Cook Hew ett. J chem Sor 1935 £4) 
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dem Grundtypus Oestron zur ,,Oestrongruppe“°) zusammenfalt 
und unter denen das Oestradiol (II) ein besonderes Interesse 


beansprucht. 


() a a 


: OH 
vas CH, _ 11 
iin ollie a,” 17 
ie ii - 
Ho“ = 3 i te 1 
H sins 
CH, |-OH CH, 
a’ Patt" ; te es 
; CH,| . 
— "ail a Pi ee 
Ho“, Ss at III ae ae ry 


Gegenwiartig stehen neben den Versuchen zur kiinstlichen 
Darstellung der oestrogenen Wirkstoffe aus Sterinen oder auf dem 
Wege der Totalsynthese Untersuchungen iiber die sterische Kon- 
figuration der oestrogenen Wirkstoffe im Vordergrunde des Inter- 
esses; insbesondere harren noch einige in der Literatur beschriebene 
,isomere Follikelhormone* der niiheren Charakterisierung. Unter 
ihnen befindet sich das am (,, epimere Oestradiol (III), dessen 
Existenz von Schwenk und Hildebrandt®) angegeben, das aber 
von anderer Seite’) nicht aufgefunden worden ist. Wir haben 
uns mit der Frage nach dem Vorkommen und der Natur des 
,17-iso-Oestradiols* (III) bereits vor langerer Zeit beschiftigt* 
und gefunden, daB bei der katalytischen Reduktion des Oestrons (! 
neben dem bekannten Oestradiol (Il) zweifelsfrei ein 17-iso- 
Oestradiol (IJ) gebildet wird; aus den negativen Befunden der 
Literatur’) ist zu schlieBen, daB seine Entstehung offenbar weit- 


’) Vgl. A. Butenandt, Naturw. 24, 529, 545 (1936). Eine ausfiihrliche 
Zusammenfassung iiber die neuste Entwicklung unserer Kenntnisse auf dem 
Gebiet der Oestron-Gruppe erscheint in den Ergebnissen d. Physiologie, Bd. 39. 

°) Naturw. 21, 177 (1933). 

’) A. Girard u. Mitarb., C. r. Soe. Biol. 112, 964 (1933); G. F. Marrian 
u. Mitarb., Biochemie. J. 27, 311 (1933); E. Laqueur u. Mitarb., Arch. 


internat. Pharmaco-Dynamie 51, 137 (1935); E. A. Doisy u. Mitarb., J. of 


Biol. Chem, 115, 435 (1936); W. Dirscherl, Diese Z. 239, 53 (1936). 

‘) Die vorliegende Arbeit ist im Januar 1936 der Abteilung Chemie 
der Techn. Hochschule Danzig von C. Goergens als Diplomarbeit ein- 
cereicht worden. 
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Uber a- und 6-Oestradiol. 13] 


vevend von der Art der angewendeten Reduktionsbedingungen 
abhiingig ist. Wir bezeichnen in der vorliegenden Mitteilung die 
heiden isomeren Stofie mit eg und s-Vestradiol. 

Beide Verbindungen sind zuerst von Schwenk und Hilde- 
hrandt®) aus Oestron dargestellt worden. Diese Autoren fanden, 
daB bei der katalytischen Hydrierung des Vestrons als Haupt- 
produkt der Reaktion das «-Oestradiol gebildet wird, fir das 
sie einen Schmelzpunkt von 170° angegeben haben. g-Oestradiol 
ist die im Allen-Doisy-Test am kastrierten Nagetier wirksamste 
Substanz, die man bisher kennt; sie hat einige Jahre nach ihrer 
ersten Darstellung aus Oestron dadurch besondere physiologische 
Bedeutung gewonnen, daB sie aus Follikelfliissigkeit®) und aus 
Stutenharn!°) bereitet werden konnte und somit zu den natiirlich 
vorkommenden oestrogenen Wirkstoffen zu rechnen ist. 

Fiir das 7-Oestradiol, das nach Schwenk und Hildebrandt") 
 geringerer Menge bei der katalytischen Hydrierung des Oestrons 
sebildet werden soll, ist in der Literatur zuniichst ein Schmelz- 
punkt von 204° angegeben worden. In einer soeben erschienenen 
Notiz von O. Wintersteiner??) wird die Kntstehung des 6-Oestra- 
diols bei der Hydrierung des Oestrons bestitigt und der sehr 
bemerkenswerte Befund mitgeteilt, daB sich die beiden am C,, 
isomeren Oestradiole (IJ) und (III) durch ihr Verhalten gegen 
igitonin unterscheiden. Das «-Oestradiol (Schmelzp. 178°, [e],, 

31°) bildet in 80°/,igem Alkohol mit Digitonin eine nicht leicht 
\isliche Molekiilverbindung, wihrend das f-Oestradiol nicht mit 
Digitonin fallbar ist. Unter Verwendung dieser Reaktion ist 
Wintersteiner die Darstellung des reinen §-Oestradiols gegliickt, 
ir das von ihm ein Schmelzpunkt von 223° und eine optische 
Urehung [¢], +54° angegeben wird. Uber die nihere Charakte- 
risierung des f#-Oestradiols soll von Wintersteiner in einer 
spiiteren, bisher nicht erschienenen Arbeit Mitteilung gemacht 
werden 318), 

Wir berichten im folgenden iiber unsere Ergebnisse auf 
cleichem Gebiet, um die Arbeit von Wintersteiner durch 


*) Mac Corquodale, Thayer u. Doisy, J. Biol. Chem. 115, 435 (1936). 
') Wintersteiner, Schwenk u. Whitman, Proc. Soc. exper. Biol. a. 
Med, 32, 1087 (1935). 

') J. Amer. Chem. Soc. 59, 765 (1937). — Die von uns gewihlte Be- 
hnung der beiden Isomeren als «- und 6-Oestradiol erfolgt in Uber- 
timmung mit dieser Notiz 
8) Vgl. Zusatz am SchluB dieser Arbeit, S. 135. 
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unabhingig durchgefiihrte Untersuchungen zu ergiinzen. Wir fihrt«: 
unsere Experimente mit 10 g eines krystallisierten Rohprodukt»; 
durch, das durch katalytische Hydrierung des Oestrons mit Nicke|- 
Katalysator von der Schering-Kahlbaum A.-G., Berlin dargeste!||t 
wurde und uns in dankenswerter Weise von Herrn Professor 
W.Schoeller zur Verfiigung gestellt worden ist. Zur Trennung 
der in diesem Rohprodukt vorhandenen isomeren O6estradiole 
haben wir ausschlieBlich eine fraktionierte Krystallisation aus 
Aikohol verwendet, nachdem wir feststellten, dab das in grobem 
UberschuB vorliegende «-Oestradiol sich vom f-Oestradiol durch 
eine sehr viel geringere Lislichkeit in Athylalkohol unterscheidet. 
Der Gang der fraktionierten Krystallisation ist aus dem Ver- 
suchsteil niher ersichtlich. In dem von uns verwendeten Roh- 
material der Hydrierung befinden sich etwa 95°/, an a@- und 5 
an §-Oestradiol. 


Die Charakterisierung der C,,-epimeren Oestradiole. 
a-Oestradiol (II) ist entsprechend seiner Bedeutung als 
héchst wirksamer oestrogener Stoff bereits mehrfach charakte- 
risiert worden’). Wir fanden fiir das in prismatiscuen Nadel: 





Fig. 1. Fig. 2. 
a-Oestradiol, aus 96°/,igem Alkohol £-Oestradiol, aus verd. Alkohol 
Schmelzp. 176° (unkorr.) Schmelzp. 218° (unkorr.) 


(Fig. 1) krystallisierende Pra arat einen Schmelzpunkt von 17) 
bis 176°!?) und eine optiscl » Drehung [e]'*+ 78° (in Alkohol. 


An Derivaten stellten wir den 3-Mono-methylather (Schmelz- 
punkt 97—98°), das 3-Mono-benzoat (Schmelzp. 192—193°, 


12). Alle Schmelzpunkte sind unkorrigiert. 
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das 3,17-Dibenzoat (Schmelzp. 168—169°) und das 3,17-Di- 
acetat (Schmelzp. 125—126%) dar. 

Das £-Oestradiol ist bisher in der Literatur nicht niher 
gekennzeichnet worden’!*), Wir ermittelten den Schmelzpunkt 
des in derben Prismen (Fig. 2) krystallisierenden Stoffes zu 
216—218°!") und seine optische Drehung [a@]'* + 56,7° (in 
Alkohol). Wir glauben, daB in diesem Priparat das reine 17-iso- 
mere Oestradiol vorliegt, jedoch ist es nicht véllig ausgeschlossen, 
daB es noch geringe Spuren des niedriger schmelzenden «-Iso- 
meren enthalten kann. Nach Kenntnisnahme der oben zitierten 
Notiz von Wintersteiner!!) haben wir das Verhalten unserer 
Priparate gegen Digitonin gepriift und in Ubereinstimmung mit 
den Angaben von Wintersteiner gefunden, daB das «-Oestradiol 
fillbar ist, wihrend unser @-Oestradiol keine T'riibung in 80°/,igem 
Alkohol mit Digitonin erkennen lieB. 

Um das f-Oestradiol naiher zu kennzeichnen und mit dem 
a-lsomeren zu vergleichen, stellten wir auch von ihm den 3-Mono- 
methylather (Schmelzp. 109—110°%, das 3-Mono-benzoat 
(Schmelzp 150—151°) und das 3,17-Diacetat (Schmelzp. 139 bis 
140°) dar. Zur’ villigen Sicherung seiner Konstitution haben 
wir das #-Oestra_'ol in Gestalt seines 3-Monobenzoates vor- 
sichtig mit Chromsiure in der Kilte oxydiert und erwartungs- 
gemiiB das bekannte *) Benzoat des Oestrons (I) vom 
Schmelzp. 216—217,5° erhalten, das sich zum freien Oestron 
vom Schmelzp. 9540 verseifen lief. Von dem so gewonnenen 
Qestron wurde zu Vergleichszwecken noch das Oestron-oxim 
vom Schmelzp. 230—231° bereitet. Das «-Oestradiol verhilt sich 
bei der Oxydation entsprechend, so daB durch diese Reaktionsfolge 
als" yéllig gesichert gelten kann, daB sich @- und f-Oestradiol 
nur durch die Konfiguration am C,, von einander unter- 
scheiden und daB das @-Oestradiol nicht etwa das Derivat einer 
im Ausgangsmaterial vorliegenden ,,Verunreinigung“ darstellt*). 


Uber die physiologische Wirksamkeit von «- und /-Oestradiol. 
Schwenk und Hildebrandt*) haben in ihrer ersten Mit- 
teilung bereits angegeben, daB @-O>stradiol wirksamer ist als das 
o-lsomere. Zweifellos haben sie ‘iber zu jener Zeit noch keine 
einheitlichen Priparate in der Hard gehabt, so daB ihre quanti- 
tativen Angaben nicht als gesichert betrachtet werden kénnen. 
Da die phy siologischen Auswertungen im Allen-Doisy-Test unter 





18) Vgl. A. Girard u. Mitarb., a. a. O. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVIILI. 10 
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Verwendung einer verschiedenen Technik nicht direkt vergleichbar 
sind’), haben wir die Wirksamkeit der von uns bereiteten beiden 
Oestradiole an der kastrierten weiblichen Maus nach vdllig gleich- 
artiger Methodik, unter Verwendung einer einmaligen Injektion 
in Slieer Esoume, gepriift!4). Diese Versuche haben in Uberein- 
stimmung mit den Angaben der Literatur®"’) gezeigt, daB das 
«-Oestradiol (II) der it Allen-Doisy-Test héchst wirksame 
Stoff ist, den wir kennen; nach unserer Technik liegt die Wirksam- 
keit bei etwa 20000000 M. EK. pro Gramm, wihrend das Oestron ([) 
bei gleicher Auswertung einen Wert von etwa 8000000 M.E. pro 
Gramm erreicht. Das 3-Mono-benzoat des Oestradiols hat 
seit der Entdeckung der protrahierten Wirkung der Vestron-ester !5) 
besondere Bedeutung in der Therapie gewonnen. Aus diesem Grunde 
haben wir seine physiologische Wirksamkeit auch nach unserer 
Testmethode gepriift. Wir fanden in mehreren Versuchsreihen, 
daB die Wirksamkeit des @-Oestradiol-monobenzoats an der Maus 
Schwankungen unterworfen ist; im Mittel enthielt es etwa 13 bis 
15000000 M.E. pro Gramm. Es erweist sich also als fast doppelt 
so wirksam wie das Oestron, jedoch ist der Vergleich beider Stoffe 
wegen der verzégerten und linger anhaltenden Wirkung des 
Benzoates nicht eindeutig. 

Bemerkenswerterweise zeigte sich, daB das #-Oestradiol 
nur eine sehr geringe physiologische Wirksamkeit ent- 
faltet. Wir ermittelten fiir dieses Isomere einen Wirkungswert von 
600—800000 M.E. pro Gramm; es ist also 10 mal geringer wirksam 
als Oestron und etwa 25 mal geringer wirksam als das 17-epimere 
«-Oestradiol! Der von Schwenk und Hildebrandt®) friiher an- 
gegebene Wert von 20000000 M.E. pro Gramm fir das £-Isomere 
ist wohl darauf zuriickzufiihren, daB die Substanz noch von dem 
hoch wirksamen a@-Oestradiol enthalten hat. 

Der groBe Unterschied in der physiologischen Wirksamkeit 
von «- und #-Oestradiol liefert ein interessantes Beispiel fiir die 
Abhangigkeit der hohen physiologischen Wirksamkeit 
natirlich vorkommender oestrogener Stoffe von der Kon- 
figuration. Es ist nicht ohne Interesse, in diesem Zusammen- 
hang darauf hinzuweisen, dai sehr ihnliche Verhiltnisse im Ge- 
biet des minnlichen Priigungsstoffes Testosteron (IV) vorliegen. 
Ks gelang Ruzicka und seinen Mitarbeitern '*), das C,,-Isomere 


mh Technik: Butenandt u. von Ziegner, Diese Z. 188, 1 (1930). 
) Butenandt u. Stérmer, Diese Z. 208, 129 (1932). 
5 L. Ruzicka u. Kiigi, Helvet. chim. Acta. 19, 842 (1936), 
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des natirlichen Testosterons darzustellen. In der folgenden 
Tabelle stellen wir die 17-isomeren Oestradiole den 17-isomeren 
Testosteronen in ihren physikalischen und physiologischeu Kigen- 
schaften gegeniiber: 





_, | 17-ytrans“- | 17-,cis“- 
a-Oestradiol | (-Oestradiol Testosteron ?*) | Testosteron !*) 




















Schmelzp. . 175—176° 216—218° 154,5—155,5° 220—221° 

[alin 2 2 © + 78° + 57° + 109° + 71,5° 

Physiol. eo, Ae Vv es ME —~19 Dictate eee 
Wished. 1 ME. = ~0,05 y}1 ME. = ~1,25y] 1 HE.= ~ 137 JL HE. = ~4007 


Der Vergleich liBt es gerechtfertigt erscheinen, dem «-Oestra- 
diol dieselbe Konfiguration zuzusprechen wie dem natiirlich vor- 
kommenden Testosteron, dem von Ruzicka eine trans-Stellung 
der Hydroxylgruppe am C,, im Vergleich zur Methylgruppe am 


Cs zuerteilt worden ist. 


Zusatz: Nach Fertigstellung des vorliegenden Manuskriptes 
erschien die ausfihrliche Mitteilung von Wintersteiner und Mit- 
arbeiter 1"), auf die oben bereits hingewiesen wurde. Die beiden 
Arbeiten stimmen in ihren grundsitzlichen Befunden iiberein und 
erginzen sich in Kinzelheiten. Die amerikanischen Autoren haben 
die physiologische Wirksamkeit ihrer Priparate an Ratten ge- 
priift; sie fanden 300000 R.E./g fiir -Oestradiol und 150000 R.E./g 
fir sein 3-Monobenzoat gegeniiber 12000000 R.E./g fiir a-Oestra- 
diol, 6000000 R.E./g fiir das e@-Benzoat und 1000000 R.E./g fiir 
Oestron. Da die Absolutwerte mit der Auswertungstechnik stark 
wechseln, ist ein direkter Vergleich der Zahlen mit unseren Be- 
funden nicht zulissig; es ist aber ersichtlich, daB Ubereinstimmung 
in der Auffassung von der sehr hohen Wirksamkeit des «- und 
der tiberraschend geringen Aktivitit des f-Isomeren besteht. 


Die vorliegende Arbeit wurde durch Mittel der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft, der Rockefeller-Foundation und 
der Schering-Kahlbaum A.-G. unterstiitzt. Die physiologischen 
Priifungen fiihrte Fraulein Ursula Meinerts in der biochemischen 
Abteilung des organisch-chemischen Instituts der Technischen 
Hochschule, Danzig durch. 


“) J. of Biol. Chem. 118, 789 (1937). 
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Besehreibung der Versuehe. 


1. Darstellung der isomeren Oestradiole aus dem Rohprodukt der 
katalytischen Hydrierung des Oestradiols. 10 g eines aus Oestron dure! 
katalytische Hydrierung mit Nickel-Katalysator dargestellten technisch: 
Hy drierungsproduktes wurden in 400 cem Athanol gelést und von Ve 
unreinigungen durch Filtrieren getrennt. Die Lésung wurde auf dev 
Wasserbad erhitzt und vorsichtig auf 150 eem eingeengt. Beim Erkalten 
krystallisierte ein briiunlich gefarbter krystalliner Stoff in kleinen Nade 
aus, der nach 12stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur abgenutseht wurd 
(Krystallisat 1). 

Das Filtrat wurde bis auf 110 cem weiter eingeengt. Nach lingerey 
Stehen schied sich das Krystallisat 2 ab und durch nochmaliges Ei 
engen auf etwa 80 cem wurde das Krystallisat 3 gewonnen. Diese 3 Kr 
stallisate ihnelten sich in ihrer Krystallstruktur, ihre Schmelzpunkte lagen 
fast denselben Grenzen, wie aus der Ubersichtstabelle S. 137 ersichtlich ist, 

Die gesamten Mutterlaugen wurden auf etwa 30 cem konzentriert und 
lingere Zeit im Eisschrank aufbewahrt; es schied sich allmiblich ein durch 
gréBere Léslichkeit in Athanol ausgezeichneter Stoff aus, der nach Krystall- 
form und Schmelzpunkt von den Krystallisaten 1—3 unterschieden war 
(Krystallisat 4). 

Die 4 Produkte wurden getrennt umgelést; die Krystallisate 1 
lieferten etwa 4 g a-Oestradiol in reinem Zustande; aus dem Kr; 
stallisat 4 wurden 0,42 g des 17-isomeren §-Oestradiols gewonnen. 


5 
Die Trennung durch Krystallisation ist im einzelnen aus dem Schema S. 1 


zu ersehen. 

2. «-Oestradiol. Schmelzp. 175—176° (unkorr.) Aus verdiinntem Athano! 
krystallisiert die Substanz in Blittchen; die Analyse ]aBt auf 1/, Mol Alkohol- 
gehalt schlieBen; 

4,600, 4,629 mg Subst.: 18,095, 13,150 mg CO,, 3,730, 3,720 mg H,0 

Cig H~2(OH),°'/, C,H,OH Ber. © 77,23 H 9,22 
Gef. ,, 717,64, 77,47  ,, 9,07, 8,98. 

Aus 96°/, Alkohol krystallisiert die Substanz in farblosen prismatischen 
Nadein (Fig. 1) 

5,422 mg Subst.: 15,685 mg CO,, 4,270 mg H,0O. 

C,.H¢, (OH), Ber. C 79,36 H 8,89 Gef. C 78,99 H9.01 


TKO 
A 
1) 


74° (in Dioxan), 


+- 78° (in Alkohol). 


Optische Drehung: [« 


4 Tt 
8 


3-Monomethylither des a-Oestradiols. 30 mg a-Oestradio 
wurden in 150 cem 10°/,iger wibriger Natronlauge in der Hitze gelist 
Nach dem Abkiithlen wurden 5 cem Dimethylsulfat tropfenweise unte: 
kriftigem Schiitteln zugesetzt; anschlieDend wurde noch 2 Stunden auf de 
Schiittelmaschine geschiittelt. Zur Zerstérung des Dimethylsulfates wurd 
auf dem Wasserbad 35 Minuten erhitat, danach wurde die Lésung auf das 
doppelte Volumen mit Wasser verdiinnt. Der ausfallende Niederschlag 


wurde auf ein Filter gebracht und nach gutem Auswaschen mit Wasse: 


aus verdiinntem Methanol bis zum konstanten Schmelzp. 97—98° (unkorr. 
umkrystallisiert. Ausbeute 28 mg in iarblosen Nadeln. 





Fraktionierte Krystallisation des (-Oestradiol-Gemisches. 
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3,721 mg Subst.: 10,810 mg CO,, 3,040 mg H,0. 
C,,H,.(OH)-OCH, Ber. C 79,65 H 9,15 Gef. C 79,28 {H 9,14. 


3,17-Diacetat des a-Oestradiols. 20mg «-Oestradiol wurden in 
2cem Essigsiureanhydrid 25 Minuten gekocht; das iiberschiissige Anhydrid 
wurde im Vakuum entfernt und der 6lige Riickstand noch 2mal auf dem 
Wasserbad mit Methanol abgedampft. Das Diacetat lieB sich durch Um- 
lésen aus verdiinntem Athanol reinigen. Ausbeute: 22 mg in glinzenden 
Blittchen vom Schmelzp. 125—126°. 

5,350 mg Subst.: 14,535 mg CO,, 3,710 mg H,0. 
C,,H,.(0-COCHs), Ber. C 74,12 4H 7,92 Gef. C 74,10 H 7,76. 

3-Monobenzoat des a-Oestradiols. 20mg «a-Oestradiol wurden 
in 150 cem 7°/,iger Natronlauge in der Hitze gelést und bei Zimmer- 
temperatur unter kriftigem Schiitteln tropfenweise mit 2 ccm Benzoylchlorid 
versetzt. Das Benzoat schied sich schnell aus der alkalischen Lésung aus, 
es wurde sofort abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren aus verdiinntem Athanol ergab sich ein Schmelzp. 192° 
bis 193° (unkorr.). Ausbeute: 23 mg in farblosen Nadeln. 


4,202 mg Subst.: 12,260 mg CO,, 2,840 mg H,0O. 
C,,H,,(OH)-O-COC,H, Ber. C 79,74 H 7,50 
Gef. ,, 79,57  ,, 7,56. 
8,17-Dibenzoat des a«-Oestradiols. 27 mg a-Oestradiol wurden 
in wenig Pyridin gelést, tropfenweise mit 1 ccm Benzoylchlorid versetzt 
und kriiftig geschiittelt. Die Pyridinlésung wurde in Ather aufgenommen 
und mit verdiinnter Schwefelsiiure, Soda und Wasser durchgeschiittelt. 
Nach dem Trocknen wurde die ‘itherische Lésung vom Lésungsmittel 
befreit; der weiBe Riickstand wurde aus 96°/,igem Athanol mehrfach um- 
krystallisiert. Ausbeute: 39 mg in farblosen Blittehen vom Schmelzp. 168° 
bis 169°. 

3. 6-Oestradiol. Schmelzp. 216—218° (unkorr.). Die Substanz kry- 
stallisiert aus verdiinntem Athanol in schénen zu Rosetten vereinigten 
Prismen (Fig. 2). 

4,443 mg Subst.: 12,920 mg CO,, 3,580 mg H,0. 

’,sH..(OH,) Ber. C 79,36 H 8,89 Gef. C 79,32 H 9,01. 

Optische Drehung: [oe + 56,7° (in Athanol). 


Nach den beim a-Oestradiol angegebenen Methoden wurden folgende 
Derivate des 6-Oestradiols bereitet: 

3-Monomethylither des @-Oestradiols. 35 mg §-Oestradiol er- 
gaben 31 mg Monomethylither. Das Rohprodukt wurde aus verdiinntem 
Methanol umkrystallisiert. Schmelzp. 109—110°. Ausbeute 31 mg in diinnen, 
bunt schillernden Plittchen. 


4,399 mg Subst.: 12,825 mg CO,, 3,580 mg H,0. 
C,.H..(O0H)-OCH, Ber. C 79,65 H9,15  Gef. C 79,51 H 9,11. 
3,17-Diacetat des #-Oestradiols. 37 mg §-Oestradiol ergaben 
42 mg Diacetat, das aus verdiinntem Methanol umgelést wurde und in farb- 
losen Nadeln vom Schmelzp. 139—140° erhalten wurde. 
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Aus verdiinntem Methanol krystallisiert die Substanz mit 1), Mol CH,OH: 
4,415 mg Subst.: 11,740 mg CO,, 3,090 mg H,0. 
C,H. : (O-COCH,),-1/, CH,OH Ber. C 72,54 H 8,10 
Gef. ,, 72,52 7 1,94. 
Wird die Substanz im Hochvakuum sublimiert, verliert sie ihren 
Krystallalkohol. 


5,215 mg Subst.: 14,200 mg CO,, 3,710 mg H,0. 
C,,H,,(OCOCH,), Ber. C7412 H7,92 Gef. C7426 H 7,96. 


3-Monobenzoat des @-Oestradiols. 21mg @-Oestradiol ergaben 
25 mg 3-Monobenzoat; es wurde aus verdiinntem Methanol umkrystallisiert: 
Schmelzp. 150—151°; diinne rechtwinklige Plittchen. 


Das Monobenzoat krystallisiert, analog dem Diacetat, aus verdiinntem 
Methanol mit */, Mol Krystallalkohol. 


2,584 mg Subst.: 7,485 mg CO,, 1,780 mg H,0. 


C,,H,.0H-OCOO,H, -1/, CH,OH Ber. C 78,21 H 7,47 
Gef. ,, 78,47 ,, 7,71. 


Im Hochvakuum sublimierte Substanz ergab folgende Analyse. 
3,587 mg Subst.: 10,49 mg CO,, 2,410 mg H,0. 
C,,H,,0H-O-COC,H, Ber. C 79,74 H 7,50 Gef. C 79,76 H 7,51. 


Oxydation des #-Oestradiols zum Oestron. 70 mg §-Oestradiol- 
monobenzoat-3 wurden in 35 cem Eisessig gelést und in der Kiilte mit */, 
der berechneten Menge Chromtrioxyd in Eisessig versetzt. Die Lésung blieb 
iiber Nacht bei etwa 20° stehen, sie wurde dann in Wasser gegossen und 
mit Ather ausgeschiittelt. Die itherische Lésung wurde bis zur alkalischen 
Reaktion mit 1 n-Natronlauge, verdiinnter Salzsiiure und Wasser gewaschen, 
getrocknet und eingedampft. Der Riickstand wurde aus Athanol umkrystalli- 
siert; es resultierten farblose Nadeln vom Schmelzp, 216—217,5°, die mit 
reinem Oestron-benzoat (Schmelzp. 216—217,5°) keine Depression des 
Schmelzpunktes zeigten. Die optischen Drehungen beider Benzoate erwiesen 
sich ebenfalls als identisch. 


1. Optische Drehung des Follikelhormonbenzoats aus Oestron. 


0,015 g Subst. in 2 cem Dioxan gelést. 1 = 1 dm, o = + 0,91°, ¢ = 22°, 
[w]e = 121°. 

2. Optische Drehung des Follikelhormonbenzoats aus 6-Oestradiol. 

0,012 g Subst. in 2cem Dioxan gelést. 1 = 1 dm, a = + 0,72°, ¢ = 22°, 


990 
[«], = 120°. 


Verseifung des aus 6-Qestradiol dargestellten Oestronbenzoates. 
15 mg Substanz wurden in 5 cem methylalkoholischer Kalilauge 2 Stunden 
auf dem Wasserbad gekocht. Nach dem Erkalten wurde die Lésung an- 
gesiiuert und ausgeiithert. Die iitherische Lésung wurde mit Wasser ge- 
Waschen, getrocknet und eingedampft. Der Riickstand wurde hiiufig aus 
verdiinntem Athanol umkrystallisiert: farblose Blittchen vom Schmelzp. 254°. 
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Der Mischschmelzpunkt mit Oestron ergab keine Depression; ebenso ergab 
der Vergleich der optischen Drehungen Identitét der Priparate. 


1. Optische Drehung des reinen Vestrons. 

0,0051 g Subst. in 2 cem Dioxan gelést. 1 = 1 dm, @ = 0,41°, t = 23° 
[a], = 161°. 

2. Optische Drehung des Vestrons aus §-Oestradiol. 


0,008 g Subst. in 2 ccm Dioxan gelést. 1 = 1 dm, a = 0,24°, ¢ = 23° 
[a]? = 160°. 


Oxim des Oestrons aus /-Oestradiol. 7 mg Substanz wurden wit 
iiberschiissigem Hydroxylamin-acetat 2 Stunden auf dem Wasserbad gekocht. 
Die alkoholische Lésung wurde eingeengt, in der Hitze mit Wasser an- 
gespritzt. Das Oxim wurde aus Athanol umkrystallisiert; feine Nadeln vom 
Schmelzp. 230—231°, die keine Depression mit Oestron-oxim zeigen. 


Oxydation des a-Oestradiols zum Oestron. 150 mg «a-Oestradiol- 
3-monobenzoat vom Schmelzp. 192,5° und [a]?°:60° (in Alkohol) wurden 
nach der oben gegebenen Vorschrift oxydiert; es wurden aus Alkohol Kry.- 
stalle in weiBen prismatischen Nadeln erhalten: Schmelzp. 216—217,5°. 
Die Substanz ergab mit dem Oxydationsprodukt des §-Oestradiol-mono- 


benzoates keine Depression und zeigte dieselbe optische Drehung. 


0,0101 g Subst. in 2 cem Dioxan gelést. 1= 1 dm, a = 0,61°, ¢ = 21° 


i =+ 120,8°. 


Physiologische Priifungen. 
Tabelle I. 


Physiologische Auswertung des «-Vestradiols im Allen-Doisy-Test 


an der kastrierten Maus. (Technik: 1 malige Injektion in Sesamdél]-Lésung.) 























. Injizierte | Gesamt- | Anzahl Anzahl | °, Tiere - 
sane: Dosis dosis Tiere | Tiere mit age Voll- a clad 
1935 in mg in mg |pro Dosis} Vollbrunst | brunst wean 
19. 6.]| 0,0002 0,0002 6 5 83,4 5000000 
0,000125 | 0,000125 6 D 83,4 8000 000 
0,000 1 0,000 1 6 5 83,4 | 10000000 
0,00005 | 0,00005 6 4 66,6 | 20000000 
0,0000333] 0,0000333 (6 4 66,6 | 80000000 
2. 7.] 0,0002 0,0002 7 6 85,7 5.000 000 
0,000125 | 0,000125 7 6 85,7 8.000 000 
0,000 1 0,000 1 7 5 71,4 | 10000000 
0,00005 | 0,00005 7 5 71,4 | 20000000 
0,000 033 3 | 0,0000383 3 7 4 07,2 30000 000 
21. 10.} 0,0000676 | 0,0000676 8 7 87,5 | 15000000 
0,000 05 0,00005 8 6 75,0 20 000 000 
0,00004 | 0,00004 8 5 62,5 | 25000000 

















Uber «- und #-Oestradiol. 






















Tabelle LI. 


Physiologische Auswertung des a-Vestradiol-monobenzoates-3 
(nach gleicher Technik wie Tab. I). 
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= 23° § Datum Injizierte | Gesamt- | Anzahl Anzahl | °, Tiere ME 
| si Dosis dosis Tiere | Tiere mit | auf Voll- san aimee 
1935 in mg in mg’ {pro Dosis] Vollbrunst | brunst P 
= 23° 29.10.] 0,0000676] 0,0000676] 8 8 100 15000000 
0,00005 0,000 05 8 8 100 20000000 
0,000 04 0,000 04 8 4 50 25000000 
o mit 3.12.] 0,0000676] 0,0000676] 8 5 62,5 | 15000000 
kocht. 0,000 05 0,00005 8 4 50,0 20000000 
r an- 0,00004 | 0,00004 8 1 12,5 | 25000000 
| Vom 0,0000333 | 0,0000333] 8 2 25,0 30000000 
10.12. ] 0,0001 0,0001 9 T 77,8 10000 000 
wiitol. 0,000077 | 0000077 | 9 7 77,8 | 13000000 
rhe 0,0000676 | 00000676] 9 (1 tot) 3 37,5 | 15000000 
Krv. 0,00005 | 0,00005 9 2 22.2 | 20000000 
17,5° | 
nono: Tabelle II. 
Physiologische Auswertung des §-Oestradiols 
/ 910 (nach gleicher Technik wie Tab. I). 
oe Injizierte | Gesamt- | Anzahl Anzahl |°/, Tiere ME 
Dosis dosis Tiere | Tiere mit | auf Voll- rn 
1935 in mg in mg |pro Dosis} Vollbrunst] brunst |! : 
7. 9.} 0,0002 0,0002 6 0 0 5000000 
0,0001 0,0001 6 0 0 10000000 
oa 23. 9.] 0,01 0,01 7 7 100 100000 
ung. 0,001 0,001 7 3 42,8 1000000 
7 0,000 333 0,000 333 7 0 0 3000000 
J 0. 9] 0,004 0,004 7 7 100 250000 
— 0,002 0,002 r 6 85,8 500000 
0,001 33 0,001 33 7 + 57,1 750000 
0,001 0,001 7 3 42,8 1000000 
0,000667 | 0,000667 7 3 42,8 1500000 
000 9.10.] 0,002 0,002 6 r 100 500000 
000 0,00167 | 0,00167 6 5 83,4 600000 
000 0,00143 | 0,00143 6 4 66,6 700000 
0,00125 | 0,00125 bj 4 66,6 800000 
a .10.] 0,00167 | 0,00167 rv 8 72,6 600000 
000 0,001 25 0,001 25 11 8 72,6 800000 
— 0,001 0,001 12 6 50,0 1000000 
000 
QUU sia 
000 oe fee 


000 























Beitrag zur Kenntnis der Chemie der Lipoidosis phosphatidica’), 
Von 


P. H. Teunissen. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Reichsuniversitat Leiden.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Juni 1937). 


Einleitung. 


Unter primirer Lipoidosis werden Stoffwechselkrankheiten ver- 
standen, die durch eine primire Stérung des Fett- und Lipoid- 
stoffwechsels zu einer pathologischen Anhiaufung von Lipoiden in 
dem menschlichen Organismus Veranlassung geben”), Die Lipoidosen 
werden nach Art des Lipoides, das in pathologischen Mengen in 
den Organen angehiuft wird, eingeteilt*). 


Vgl. nachfolgendes Schema: 








Lipoidosis 
: 

+ Y Y 
phosphatidica cerebrosidica cholesterinica 
Morbus Niemann-Pick Morbus Gaucher’ Essentielle Xanthomatosis 
Familiiire amaurotische Morbus Hand-Schiiller- 

Idiotie von Tay-Sachs Christian 
Xanthomatosis generalisata 
ossium. 


Kin an Splenohepatomegalie leidender, 6 Monate alter Junge 
starb nach dreitiigigem Verbleib in der Klinik. Eine definitive 
Diagnose konnte nicht gestellt werden. Die anatomische und 
histologische Untersuchung ergab, dab die vorliegende Form der 
Splenohepatomegalie zu der Lipoidosis phosphatidica, Typus 
Niemann-Pick gerechnet werden mu. Untersuchung des Ge- 
hirns und der Halsorgane wurde nicht genehmigt. 

Wie sich zeigen wird, sind die Ergebnisse der chemischen 
Analyse mit dieser Auffassung in Ubereinstimmung. Zur Unter- 
suchung dienten Teile einer etwa 4 Jahre in Formol bewahrten 
Milz und Leber. Zur Kontrolle wurden auch normale Organe 
untersucht, so 3 Milzen von Kindern im Alter von 12, 8 und 
101/, Monaten, vereinigt, da eine Milz allein nicht geniigend 











a, ), 


den.) 


yer- 
id- 
In 
sen 

in 


en 
ne 
nd 
nd 








Beitrag zur Kenntnis der Chemie der Lipoidosis phosphatidica. 143 


Material ergab und die Leber eines 3 Monate alten Kindes. Weiter 
wurde in die Untersuchung miteinbezogen die durch Operation 
erhaltene Milz einer an Morbus Gaucher leidenden Patientin. Ob- 
wohl diese Milz seit 1905 in Formol bewahrt war, konnte das 
angehiufte Kerasin als solches isoliert werden; es war demnach 
unbeschidigt geblieben. 


Methodik. 


Zum Erhalt vergleichbarer Resultate bedienten wir uns der Methodik 
von Epstein und Lorenz‘). Erst wihrend der vorliegenden Untersuchung 
erschien die Arbeit von Baumann, Klenk und Scheidegger’), so dab 
wir uns der von Klenk angegebenen Methodik nicht mehr bedienen konnten. 


1. Trocknen. Das Organ wurde, wenn mdglich frisch, durch eine 
Fleischmiihle getrieben, in einem Luftstrom von 50° getrocknet und die 
harte Masse pulverisiert. Diese kann direkt zur Extraktion gelangen. Eine 
vollstindige Trocknung der Masse ist nicht nétig. Von einer bestimmten 
Menge wurde durch Trocknung bis zur Gewichtskonstanz (15 Minuten bei 
100°) der Wassergehalt bestimmt und bei der Einwage des zur Analyse 
gelangten Materials beriicksichtigt. 

2. Atherextraktion. Das Pulver wurde in einer Papierhiilse (Schleicher 
und Schill) im Soxhlet wiihrend 50 Stunden, wenn ndtig linger, extrahiert, 
der Ather abdestilliert, der Riickstand méglichst kurz bei 100° getrocknet, 
gewogen, in Ather gelést und in einem MeSkolben bis 100 cem aufgefiillt. 
Dieser Extrakt diente der Bestimmung von P und N. 

3. Alkoholextraktion. Der Riickstand des Organpulvers wurde an- 
schlieBend wihrend 75 Stunden mit absolutem Alkohol extrahiert, das Pulver 
der Hiilse entnommen und noch einige Male mit Alkohol ausgekocht. Die 
Extraktionsfliissigkeiten wurden gesammelt, zur Trockne gebracht, gewogen 
und analog auf 100 cem aufgefiillt. 

4, P-Bestimmung. — A. Nach Neumann-Iversen'). Eine be- 
stimmte Menge obiger Lésungen (10 oder 20 ccm) wird in einem Porzellan- 
tiegel zur Trockne eingedampft, nach Zufiigen von Na,CO, und NH,NO, 
vorsichtig verkohlt und eine klare Schmelze erhalten. Diese wird nach 
Abkiihlen mit Wasser aufgenommen und in ein Becherglas tbergespiilt. 
Der Porzellantiegel wurde mit HNO, ausgekocht, diese dem Inhalt des 
Becherglases beigefiigt und die gebildete Phosphorsiiure in der Wirme mit 
10 eem Molybdatreagens*) gefillt. Am niichsten Tag wurde der Niederschlag 
durch Jena-Glasfilter Nr. 4 mit eingelegtem Filtrierpapier (Sch. und Sch. 575) 
abgesaugt, siurefrei gewaschen, das Filter mit Pinzette in ein Becherglas 
iibergebracht und der restliche gelbe Niederschlag aus dem FiltergefiB 
vee gc iibergespiilt. Der Niederschlag wurde durch Zufiigen von n/10- 

NaOH gelost (Uberschu8: 1—2 cem) und nach W egkochen des Asunenale mit 
1 10-H,SO, zuriicktitriert (mit kleinem Suuretiberschul kurz erhitzen zur Ent- 
fe ‘nung von CO,). Umrechnungsfaktor: 1 ccm n/10-NaOH = 0,1107 mg P. 


” Bereitung: A. 12,5 g (NH,),SO, in 125 eem HNO, (50°/)). 
B. 37,5 g Ammoniummolybdat in 100 ccm H,0O; 
A und B mischen, nétigenfalls filtrieren und bis 250 cem auffiillen. 
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B. Colorimetrisch®). Fiir den Fall sehr geringer P-mengen empfiehit 
sich die colorimetrische Bestimmung. 5—10 ccm des Ather- oder Alkohol. 
extraktes werden in einem Tiegel zur Trockne gebracht, mit Na,CO, und 
einigen Tropfen Wasser der Riickstand erhitzt und verkohlt, nach Abkiihlen 
4—5 Tropfen H,O, 30°/, zugefiigt, nochmals erhitzt und einige Augenblicke 
durchgegliht. Die letzte Behandlung wird noch einmal wiederholt. Meist 
verbleibt nun eine schén weibe Asche, die in Wasser aufgenommen und 
im MeBkolben von z. B. 50 ccm aufgefiillt wird, so daB eine Konzentration 
von etwa 0,5 mg-°/, P. entsteht. Der Tiegel wurde gleichfalls mit n-H,SO, 
ausgekocht und diese dem Inhalt des MeBkolbens beigegeben. 

Von der so erhaltenen Lésung werden 5 cem in ein Kélbchen pipettiert, 
ebenso in ein weiteres 5 ccm Standardlésung (0,5 mg-°/, P; Stammldésung: 
0,5739 g Na,HPO, 2 aq. (nach Sdrensen) zu 1 Liter gelést = 10 mg-°/, P: 
vor Gebrauch 20mal verdiinnt); weiter werden die Kélbchen mit je 4 ccm 
Molybdatreagens beschickt, d. i. eine Mischung aus 3 Teilen H,SO, (93 cem 
H,SO, konzentriert zu 1 Liter aufgefiillt) und 1 Teil Na-molybdat 71/,°),; 
1 ecem SnCl,-Lésung (Stammlésung 10 g SnCl, auf 25 cem HCl konzentriert 
gelést, vor Gebrauch 200mal zu verdiinnen) und endlich 7 ecm n-H,SQ,. Es 
bildet sich eine blaue Farbung, die nach 10 Minuten ihr Maximum erreicht 
und fiir einige Stunden konstant verbleibt. Die beiden Mischungen wurden 
colorimetrisch verglichen. 

Kontrollbestimmung: 0,0287 g Na,HPO,-2aq. werden wie oben im 
Porzellan -Tiegel behandelt, nach Abkiihlen zu 1000 cem gelést und 5 cem 
colorimetrisch bestimmt. Gef.: 1,0-0,5 = 0,5 mg-°/, P; 1000 cem enthalten 
0,5 


0,0287 °/, P = 17,43°/,, was dem theore- 


5mg P oder das Phosphat enthiilt 


tischen Wert entspricht. 


5. N-Bestimmung. Von den Extraktlésungen werden 10 oder 20 cem 
im Kjeldahlkolben zur Trockne eingedampft und mit 5 cem H,SO, und 
100 mg Selen (rot, gefallt, rein, Merck, Ca. Nr. 7718) digeriert. Nach dem 
AufschluB (11/, Stunden) verdiinnt, alkalisch gemacht, das Ammoniak in dem 
Apparat nach Parnas und Wagner iibergetrieben und in 0,04 n-H,SO, 
aufgefangen. Der Uberschu8 Siure wird mit 0,04 n-NaOH (Indicator: 
Methylrot) zuriicktitriert. 


6. Cholesterin und Cholesterinester nach J. Fex’). A. Freies 
Cholesterin. Eine bestimmte Menge des Organes (frisch bevorzugt) wird 
in 50 cem NaOH 2°/, itiber Nacht bei Zimmertemperatur gequollen und dann 
auf dem kochenden Wasserbad (etwa '/, Stunde) gelést, nach Abkihlen in 
einen Scheidetrichter iibergebracht und mit Ather Cholesterin und seine Ester 
ausgeschiittelt. Nach 8—9maliger Wiederholung ist die Reaktion nach 
Burchard-Liebermann meist negativ. Der Ather wird in einem groBen 
Scheidetrichter gesammelt, mit Wasser bis zum Ausbleiben der alkalischen 
Reaktion gewaschen und in kleinen Mengen in Erlenmeyerkolben von 
100 ecem zur Trockne gebracht. Der Riickstand wird in 96°/,igem Alkohol 
aufgenommen und in der Wiirme mit 10 cem 1°/,iger Digitonin-(Merck)- 
lésung in Alkohol gefillt, am folgenden Tag durch Jena-Glasfilter Nr. 3 
filtriert, mit Ather gewaschen und bei 105° getrocknet. Das _ Alkali- 
freiw aschen des Athers ist erforderlich, da Digitonin in alkalischem Alkohol 
ausfallt. 


Cholesterin 


Gramm auf 100 & Trock.-Subst.|_ 














P 
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B. Cholesterinester. Filtrat und Waschfliissigkeit des Digitonin- 
niederschlages werden im Erlenmeyer zur Trockne eingedampft, in 20 cem 
absolutem Alkohol aufgenommen und am RiickfluB 1 g Na zugefiigt. Nach 
Auflésen des Na wird der Kolben am Riickflu8 fiir 8 Stunden auf ein 
kochendes Wasserbad verbracht. Nach Fex ist die Verseifung so quanti- 
tativ. Nach Mischen mit der gleichen Menge Wasser wird das Cholesterin 
wie oben extrahiert und als Digitonid bestimmt. 


Besprechung der Analysenresultate (vgl. Tabelle). 


1. Normale Milz, Ausgangsmaterialien waren wie bei Epstein 
und Lorenz frische Organe. Die Resultate stimmen gut iiberein. 


2. Milz bei Morbus Niemann-Pick. Der Atherextrakt enthiilt 
0,29°/, P, was umgerechnet auf Lecithin einer Menge von 26,4 
x 0,29 = 7,66°/, entspricht. Vergleicht man den Lecithingehalt 
mit dem der normalen Milz, so erscheint dieser wesentlich erhéht 
(7,66°/, gegeniiber 1,60°/,). Auch der P-Gehalt des Alkoholextraktes, 
der auf itherunlésliches Sphingomyelin zuriickzufiihren sein soll, 
ist auf das 6 fache erhéht (22°/, gegeniiber 3,52°/, normal). Dem- 
nach sind sowohl Lecithin wie Sphingomyelin erheblich vermehrt, 
was auch Epstein und Lorenz’) angeben. Klenk?) hingegen 
nimmt allein die Vermehrung von Sphingomyelin an; er arbeitet 
mit einer anderen Extraktionsmethode, da die Ather- und an- 
schlieBende Alkoholextraktion eine quantitative Scheidung von 
Lecithin bzw. Kephalin und Sphingomyelin nicht zulaBt. Nach 
Klenk kann sogar die geringe Lislichkeit von Sphingomyelin 
in Ather die Menge der itherléslichen Lipoidfraktion vergréBern. 
Wir haben den Riickstand des Atherextraktes nach Trocknen und 
Wiigen zu 100 ccm Ather gelést und von einer geringen Triibung 
filtriert, die méglicherweise aus Sphingomyelin bestand. 

Epstein und Lorenz haben die Analysen an normaler 
Milz ausgefiihrt, indem sie die Menge des nicht dialysierbaren 
Phosphors bestimmten; so erwiesen sich von den 0,17°/, P des 
Alkoholextraktes 0,11°/, als nicht dialysierbar, was zur Annahme 
von 2,64°/, Sphingomyelin fiihren kann. Die Verfasser geben 
2 Fraktionen an: 1,66°/, aitherlésliches Phosphatid (Lecithin und 
Kephalin) und 2,64°/, nicht in Ather, wohl aber in Alkohol lés- 
liches Phosphatid (Sphingomyelin). Die Lecithinfraktion kénnte 
nun durch aufgeléstes Sphingomyelin zu hoch sein; sie geben 
jedoch das Lipoid, das sich nicht in Ather, wohl aber in Alkohol 
auflést, ausdriicklich als Sphingomyelin an. 

Klenk findet in der Milz bei der Niemann-Pickschen 
Krankheit einen Lecithingehalt von 8,62°/, und vergleicht diesen 
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mit dem totalen Phosphatidgehalt der normalen Milz nach Epstein 
und Lorenz, da in normalen Organen wenig Sphingomyelin, hin- 
gegen hauptsachlich Lecithin vorkommen wiirde. Wenn Epstein 
und Lorenz nun 1,66°/, Lecithin und 2,64°/, Sphingomyelin an- 
geben, so wiirde dies fiir die normale Milz ungefihr 4,3°/, Glycerin- 
phosphatide (Lecithin und Kephalin) bedeuten. Demzufolge wiirde 
die von Klenk bei Niemann-Pickscher Krankheit gefundene 
Menge in der Milz von 8,62°/, immerhin noch 2mal so groB 
sein. Halt man sich an die Angaben von Epstein und Lorenz 
mit 1,66°/, Lecithin, so steht die Zunahme von Lecithin aufer 
Zweifel. Die Prozentwerte beziehen sich auf trocknes Material. 
Klenk rechnet seine Resultate auf frische (also feuchte) Organe 
um und gibt 1,2°/, Lecithin an. Die Werte von Epstein und 
Lorenz betragen dann 0,30°/, Lecithin und 0,48°/, Sphingomyelin 
oder 0,78°/, Totalphosphatide. Durch die kleinen Werte kann 
man wohl dazu kommen, diese ungefaihr gleich zu nennen und 
falls in der normalen Milz alle Phosphatide aus Lecithin bestehen, 
kann man folgern, daB Lecithin bei der Niemann-Pickschen 
Krankheit in der Milz nicht vermehrt ist. Halt man sich an 
die gebriiuchliche Art, die Angaben auf Trockenmilz zu beziehen, 
um keinen KinfluB eines méglicherweise wechselnden Feuchtig- 
keitsgehaltes zu haben, so besteht keine andere Méglichkeit einer 
Folgerung, oder auch Klenk hat bei der Niemann-Pickschen 
Krankheit den Lecithingehalt der Milz bedeutend erhéht gefunden 
(8,62°/, Lecithin gegeniiber 1,66°/, oder 4,3°/, Gesamtphosphatide). 
Wir folgern also in Ubereinstimmung mit Epstein und Lorenz, 
das bei der Niemann-Pickschen Krankheit sowohl Lecithin 
wie Sphingomyelin in der Milz angehiuft werden. 
Untersuchung der Leber. Der Atherextrakt enthilt 
0,23°/, P gegeniiber 0,05°/, in dem der normalen Leber, woraus 
sich auf Lecithin umgerechnet ergeben 5,98 bzw. 1,30°/,. Der 
Alkoholextrakt des pathologischen Organs enthiilt 0,94°/, P gegen- 
iiber 0,055 der normalen Leber, was 23,5 bzw. 1,4°/, Sphingomyelin 
entsprechen wiirde. Ebenso wie bei der Milz besteht, iiberein- 
stimmend mit den Ergebnissen von Epstein und Lorenz und 
Kienk, auch in der Leber eine bedeutende Zunahme sowohl an 
Lecithin, wie an Sphingomyelin (vgl. Tabelle); vergleicht man den 
Cholesteringehalt, so fiallt die enorme Zunahme des freien Chole- 
sterins und die starke Abnahme der Ester auf. Nach Thann- 


Cholesterin : 
~——_—.—_— im Blut 
Cholesterinester 


hauser reguliert die Leber das Verhiiltnis 
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und bei Leberschidigung entsteht diesbeziiglich eine Stérung, so 
daB hauptsichlich freies Cholesterin im Blut vorgefunden wird 
(,,stersturz N), Es kann damit das Auffinden von hauptsiichlich 
freiem Cholesterin in der Leber in Zusammenhang gebracht werden, 
da die histologische Untersuchung eine ernste Schiidigung der 
Leberzellen feststellte. 

3. Milz bei Morbus Gaucher*), Bei Abkiihlung des Alkohol- 
extraktes scheiden sich groBe warzenférmige, fiir Kerasin typische 
Krystalle aus, die abfiltriert und 4mal aus absolutem Alkohol 
umkrystallisiert wurden. Die Menge des so gereinigten Kerasins 
betrug 14°/, der Trockensubstanz. Epstein und Lorenz hatten 
Gelegenheit, ein frisches Priparat zu analysieren, Westenbrink’) 
eine héchstens einige Monate konservierte Milz, wihrend die von 
uns untersuchte seit 1905 in Formol aufbewahrt war. Daraus 
werden einige auffallende Unterschiede verstiindlich. So scheinen 
durch die Formoleinwirkung einige N- und P-freie Stoffe Ather- 
léslich geworden zu sein, so daB der Atherextrakt der fixierten 
Milz eine gréBere Riickstandausbeute ergab. 

Der N-Gehalt des Alkoholextraktes ist erheblich geringer 
geworden: 2,51, 0,87 und 0,49°/,. 

In dem Alkoholextrakt wurden 0,08°/, P gefunden, was un- 
gefihr 25 x 0,08 = 2°/, Sphingomyelin entspricht. Die Ausbeute 
des Alkoholextraktes betrug etwa 24°/,, die méglicherweise sich 
aus 2°/, Sphingomyelin und 22°/, Kerasin zusammensetzt. Da 
Kerasin 1,76°/, N enthialt, Sphingomyelin 3,6°/,, kénnte ein 
Gesamt-N errechnet werden von 22 xX aie = 0,39°/, N+ 


3,6 a a) - 20/ Y en “4 . 
2x aa 0,07°/, N = 0,46°/, N, was mit den von uns gefundenen 
0,49°/, iibereinstimmt. Fihrt man die analoge Berechnung nach 


Angaben von Epstein und Lorenz aus, so erhalt man fiir den 
Alkoholextrakt = ber. N 0,64, gef. N 2,51, wihrend analog nach 
Westenbrink die Unterschiede kleiner sind = ber. N 0,42, get. 
N 0,87. Wir méchten daraus folgern, daB durch die Formol- 
fixation alle N-haltigen Stoffwechsel- und Abspaltprodukte sich 
in Formol lésen**), abgesehen von den Stickstofftrigern Kerasin 


*) Cand. med. A. den Ouden danken wir an dieser Stelle fiir seine 


Mitwirkung bei der Ausfiihrung der Bestimmungen. 
**) Der Nachweis hierfiir durch Stickstoff bestimmungen in der Fixations- 
fliissigkeit war leider nicht méglich, da letztere im Lauf der Jahre mehr- 


mals erneuert wurde. 
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und Sphingomyelin, die scheinbar durch die Fixierung keinen 
Abbau erfuhren. 

Die N-bestimmung des gereinigten Kerasins gab tatsiichlich 
ein befriedigendes Resultat: ber. N 1,76, gef. N 1,72 und 1,77. 
Die Substanz schmilzt nach vorhergehendem Erweichen (174,5°) 
bei 179°, wihrend Epstein und Lorenz 175 bzw. 185°, Westen- 
brink 175 bzw. 180° angeben. 

Zur naheren Identifizierung des Kerasins wurde nach H.Lieb?”) 
eine kleine Menge in schwefelsaurem Methylalkohol gespalten; der 
Lignocerin-methylester konnte isoliert werden: Schmelzp. 56,5°, 
nach Lieb: 57,5° und nach Westenbrink: 55°. 

Das Sphingosinsulfat hatte, vermutlich durch Schwefelsiiure- 
einschlu8, einen zu niedrigen Schmelzpunkt, und war zur Um- 
krystallisation zu wenig. Die Lésung zeigt Reduktionsvermigen 
(Galaktose) und bildete ein Osazon. 

Beziiglich des Cholesteringehaltes war eine wesentliche Zu- 
nahme des freien und Verminderung des veresterten Cholesterins 
festzustellen. 

Krystalloptische Untersuchung. Eine kleine Menge 
Kerasin wird in Pyridin gelést und ein Tropfen auf einem Objekt- 
triger bei Zimmertemperatur eingetrocknet. Es entstehen Sphiro- 
lithe, die alle die fiir Kerasin typische Erscheinung ergeben 
(zwischen gekreuzten Nikols; mit Gipsplatte Rot I: zwei blaue 
Quadranten, deren Verbindungslinie parallel verliiuft mit n, und 
senkrecht zur n, der Gipsplatte steht’). 

Ohne Ausnahme ergaben alle Sphirolithe dasselbe Bild, so 
daB wir ausschlieBlich Kerasin annehmen; Beumer??) tritt auf 
Grund seiner krystalloptischen Beobachtung fiir ein Gemisch von 
Kerasin und Cerebron ein. 


Zusammenfassung. 

Die anatomische, histologische und chemische Untersuchung 
festigte die Diagnose des mit 6 Monaten verstorbenen Knaben: 
Lipoidosis phosphatidica, Typus Niemann-Pick?). Es werden 
die Analysen von Milz und Leber dieses Falles angegeben. 

Gleichzeitig wird das Ergebnis der chemischen Untersuchung 
einer ,<caucher-Milz* mitgeteilt, sowie normaler Milz und Leber. 

Ks zeigt sich, daB die in den untersuchten ,Niemann- 
Pick-Organen“ gespeicherten Lipoide hauptsiichlich zu den 
Phosphatiden: Lecithinen und Sphingomyelinen gehéren und daB 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVIII. 1] 
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die Leber iiberdies zu einem wesentlichen Teil freies Cholesterin 
enthilt. 


Die Milz bei Morbus Gaucher enthalt nur Kerasin angehiuft, 


wie sich analytisch und krystall-optisch zeigte. 


Es zeigte sich, daB die Lipoiduntersuchung von Organen nach 


jahrelanger Formolfixation noch befriedigende Resultate ergibt. 


12. 
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Uber die Ausscheidung von Cholesterin im Harn. 
Von 


Adolf Butenandt und Hans Dannenbaum. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule, Danzig-Langfuhr, 
und dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juni 1937.) 


In den letzten 10 Jahren sind durch fraktionierte Aufarbeitung 
von menschlichem und tierischem Harn eine grofe Zahl von neuen 
Verbindungen entdeckt worden, die in enger struktureller Beziehung 
zum Cholesterin stehen und daher zur Gruppe der Steroide zu 
rechnen sind. Unter ihnen finden sich vor allem die minnlichen 
und weiblichen Keimdriisenhormone und einige ihrer Abwandlungs- 
produkte»). Uber die Ausscheidung des hiufig als Muttersubstanz 
dieser Verbindungen angesehenen Cholesterins im normalen 
Harn liegen nicht viele Angaben in der Literatur vor; die Hin- 
weise des Schrifttums, nach denen Cholesterin ,,in Spuren“ im 
Harn aufgefunden wurde?®), stiitzen sich nur auf die Verarbeitung 
geringer Harnmengen, deren Cholesteringehalt gravimetrisch (mit 
Digitonin) oder colorimetrisch bestimmt wurde; eine Isolierung des 
Harn-Cholesterins in reiner Form und seine Kennzeichnung durch 
Derivate ist unseres Wissen bisher nicht erfolgt. Das ist aber 
unbedingt notwendig geworden, nachdem gezeigt werden konnte, 
daB sich im Harn Stoffe finden, die sich bei der Umsetzung mit 
Digitonin und in ihren Farbreaktionen dem Cholesterin analog 
verhalten °), , 





1) Zusammenfassende Darstellungen: St6rmer u. Westphal, Erg. 
Physiol. 35, 318 (1933); Westphal, Ebenda 37, 273 (1935); Dannen- 
baum, Ebenda 38, 796 (1936): Butenandt, Naturw. 1936, 529, 545. 

2) Literatur: Handb. d. Biochemie, 2. Aufl. Bd. 8, S. 561 (1925) und 
Eirg.-Werk, Bd. 2, S. 659 (1934); Gérard gibt die tigliche Ausscheidung 
des normalen Organismus an Cholesterin zu etwa 0,25 mg, Grunke zu 
schitzungsweise 1mg an; Gardner und Gainsborough fanden neben 
freiem auch yverestertes Cholesterin im Harn, die tigliche Gesamtausschei- 
dung wurde von ihnen zu 1,7—3 mg bestimmt. In pathologischen Fiillen 
kann die Ausscheidung erhéht sein. 

*) Vgl. Diese Z. 229, 192 (1934); 237, 57 (1935). 
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152 Adolf Butenandt und Hans Dannenbaum, 


Wir haben im Laufe der letzten Jahre bei der Aufarbeitung 
groBer Mengen Schwangeren-und Minnerharn auf sexuelle Prigungs- 
stoffe unser Augenmerk auch auf das Vorkommen von Cholesterin 
gerichtet. Es wurde bereits in anderem Zusammenhang mitgeteilt, 
daB uns der eindeutige Nachweis dieses primiren Zellbestandteils 
im Schwangerenharn*) und im Mannerharn®) gelungen ist. In den 
letzten Jahren haben wir versucht, diese Befunde durch Isolierung 
von reinen krystallisierten Derivaten des Harn-Cholesterins zu 
sichern und uns ein ungefihres Bild von der GréBenordnung der 
Cholesterin-ausscheidung im norwmalen Minnerharn zu machen. 

In zwei sorgfaltig durchgefiihrten Aufarbeitungen von Chloro- 
form-extrakten aus mit Mineralsiiure hydrolysiertem Minnerharn®) 
haben wir Cholesterin mit voller Sicherheit in Gestalt seines 
Acetats bzw. seines Benzoats isolieren kénnen, und zwar 
stellten wir aus 360 g Rohextrakt, die etwa 450 Liter Mainnerharn 
entsprechen, 5,85 mg Cholesterinacetat (Schmelzp. 114°) und aus 
205 g Rohextrakt, die etwa 250 Liter Minnerharn entsprechen, 
11,0 mg Cholesterinbenzoat (Schmelzp. 144—146°) in analysen- 
reiner Form dar. Die Isolierung dieser kleinen Substanzmengen 
geschah in der Weise, daB wir die lipoidléslichen, neutralen, mit 
Wasserdampf nicht fliichtigen und unverseifbaren Anteile des Harns 
mit Digitonin in 90°/, igem Alkohol fallten. Die mit Digitonin fallbaren 
Produkte des Harns zeigen intensive F'arbreaktionen nach Lieber- 
mann-Burchardt oder Salkowski und betragen im Durchschnitt 
2—2,5 g aus 1000 Liter Harn. Diese Digitonin-fillungen bestehen 
nur zu einem Teil aus Cholesterin, sie wurden entweder durch 
Umsetzung mit Semicarbazid von den vorhandenen Ketonen (z. B. 
Dehydro-androsteron) getrennt’) und mit Essigsiure-anhydrid be- 
handelt bzw. direkt mit Benzoylchlorid in Pyridin verestert. Die 
Veresterungen fiihrten zu Rohkrystallisaten, aus denen nur durch 
sehr hiufiges Umkrystallisieren die oben angegebenen geringen 
Mengen (5,85 bzw. 11,0 mg) an analysenreinen Cholesterinestern 
dargestellt werden konnten. 

Aus den vorhandenen experimentellen Daten, die im Versuchs- 
teil niher geschildert werden, laBt sich nur schwer die Menge an 


4) Butenandt, Abh. d, Ges. Wissensch. zu Gottingen, math.-physik. 
Klasse, III. Folge, Heft 2, S. 42 (1931). Dort ist die Darstellung von 50 mg 
Cholesterin aus 10 kg Schwangerenharn mitgeteilt worden. 

5) Butenandt u. Dannenbaum, Diese Z. 237, 61 (1935). 

6) Vgl. Diese Z. 229, 173 (1934). 

7) Vgl. Diese Z. 237, 69—70 (1935). 
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Cholesterin abschitzen, die tatsichlich im Mannerharn vorhanden 
ist. Da die Digitonin-fallbaren Anteile und die daraus dargestellten 
krystallisierten Roh-Ester offenbar Gemische voneinander sehr nahe- 
stehenden Verbindungen darstellen, ist uns eine annahernd q uanti- 
tative Auftrennung nicht méglich gewesen. Die experimentell 
gefaBten reinen Cholesterin-ester stellen demnach nur einen kleinen 
Bruchteil der wirklich vorhandenen Menge dar. Bei vorsichtiger 
Schitzung kann man aus dem Verhalten der Digitonin-fallbaren 
Fraktionen schlieBen, daB sie héchstens zu 1/, aus Cholesterin 
bestehen. Unter dieser Annahme ist die im Minnerharn anwesende 
Cholesterinmenge von der GréBenordnung 0,5—0,7 g in 1000 Liter, 
was einer tiglichen Ausscheidung von etwa 0,75—1 mg entsprechen 
wirde. Diese Schatzung ist in befriedigender Ubereinstimmung 
mit den Angaben der Alteren Literatur*) und fihrt zu dem inter- 
essanten Schlu’, daB die Ausscheidung von Cholesterin in etwa 
derselben GréBenordnung liegt wie die der Keimdriisenhormone 
Androsteron und Dehydroandrosteron ‘). 


Beschreibung der Versuche. 


I. Isolierung des Cholesterins aus Mannerharn als Cholesterin- 
acetat. Aus 360 g¢ Chloroform-Rohextrakt aus Minnerharn (entsprechend 
450 Liter) wurden nach der friiher angegebenen Methodik*) 20 g Neutral- 
anteile, und aus diesen durch 2stiindige Verseifung mit 250 cem 2 n-alko- 
holischer Kalilauge 15g an unverseifbaren Anteilen gewonnen. Diese wurden 
mit 90°/,igem Alkohol aufgenommen und mit iiberschiissiger 1°/, iger 
Digitoninlésung gefillt’). Die Digitoninfillung lieferte nach der Spaltung 
mit Pyridin und Ather ein Substanzgemisch, aus dem sich durch Umsetzung 
mit Semicarbazid-acetat in alkoholischer Lisung 0,6 g in Gestalt schwer 
lislicher Semicarbazone abtrennen lieBen; die nicht mit Semicarbazid 
reagierenden Anteile wurden nochmals aus 90°/,iger alkoholischer Lésung 
mit Digitonin gefallt und in 264 mg unmittelbar und 170 mg allmiihlich 
ausfallende Anteile zerlegt. Nur die sofort ausfallende Fraktion zeigte 
stark positive Sterin-farbreaktion, sie krystallisierte aus Methanol in gelb 
gefirbten, nicht charakteristisch ausgebildeten Bréckchen, die einen Schmelz- 
punkt um 160° zeigten. Sie wurden mit Pyridin und Essigsiure-anhydrid 
bei Raumtemperatur acetyliert und lieferten 72 mg eines gut krystallisierten 
Estergemisches vom Schmelzp. 110—112°. Durch vielfaches Umlésen 
aus verdiinntem Alkohol und reinem Methanol wurden daraus 5,85 mg 
an reinem Cholesterin-acetat (Schmelzp. 113—114°) gewonnen. Der 
Vergleich mit Cholesterin-acetat bekannter Herkunft lieB keine Unterschiede 
zwischen beiden Stoffen erkennen. 


4,867 mg Subst.: 14,440 mg CO,, 4,920 mg H,O, 0,006 mg Rest. 
Ci pH gO; Ber. C 81,23 H 11,30 Gef. C 81,02 H 11,32. 


") Vgl. Diese Z. 257, 62 (1935); Erg. Physiol. 38, 809 (1936). 
") Butenandt u. Tscherning, Diese Z. 229, 173 ff. (1984). 
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ITI. Isolierung des Cholesterins aus Mannerharn als Cholesterin 
benzoat. Aus 205 g Chloroform-Rohextrakt aus Mannerharn (entsprechend 
250 Liter) wurden in der oben geschilderten Weise 3,4 g unverseif bare An- 
teile gewonnen, die 400 mg an Digitonin-fiillbaren Produkten in Form eines 
gelb gefirbten Harzes lieferten. Eine Destillation im Hochvakuum erga! 
keine Auftrennung des Stoffgemisches, das daher ohne weitere Behandlung 
mit 3 cem Pyridin und 1 cem Benzoylchlorid verestert wurde. Es lieBen 
sich 261 mg eines schwer léslichen Benzoatgemisches gewinnen, das sich 
zwischen 110 und 185° langsam verfliissigte. Das Rohprodukt wurde 13 mal 
aus Dioxan-Methanol oder Propanol—Methanol umkrystallisiert; auf diese 
Weise wurde das Cholesterinbenzoat in der schwerst léslichen Fraktion 
angereichert. An analysenreinem Cholesterin-benzoat (Schmelzp. 144—146' 
konnten 11 mg bereitet werden, die durch Mischprobe mit bekanntem 
Cholesterin-benzoat verglichen wurden. 


3,407 mg Subst.: 10,41 mg CO,, 3,17 mg H,0O. 
C, H,,.0, Ber. C 83,26 H 10,29 Gef. C 83,33 H 10,41. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und der Schering: 
Kahlbaum A.-G. danken wir fiir gewiihrte Unterstiitzungen. 
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Uber die Darstellung der Phosphoglycerinsaure. 
Von 


P. Ostern und A. J. Guthke. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Lwéw [Lemberg].) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Juni 1937.) 


Fiir die Gewinnung der 3-Phosphoglycerinsiure liegen in 
der Literatur einige Methoden vor. Die einfachste stammt von 
C.Neuberg und M. Kobel?) und beruht auf der Benutzung 
von frischer untergiriger Bierhefe, welche sich in Gegenwart von 
Fluorid und Acetaldehyd Glucose mit anorganischer Phosphor- 
siure zu 3-Phosphoglycerinsiure umsetzt. C. Neuberg und 
seine Mitarbeiter*) haben einige Modifikationen der urspriinglichen 
Methode angegeben, fiir die Zusatz von Hexosediphosphorsiure 
zum Girgemisch das Wesentlichste ist. Bei Anwendung von 
560 ccm 3°/, Natriumhexosediphosphat und 560 ccm 20°/, Glucose- 
lisung erhielten Neuberg und Vercellone’) 45 g (in anderen An- 
sitzen 35—40 g) reines phosphoglycerinsaures Barium, Hahn, 
Ottawa und Mehler*) aus 20 g Na-Hexosediphosphat und 
1120 cem 20°/, Glucoselésung: 29 bzw. 34 g reines Ba-Salz. 
Diese Ausbeuten entsprechen ungefihr der theoretisch zu er- 
wartenden Menge Phosphoglycerinséure unter der Voraussetzung, 
daB das gesamte Hexosediphosphat zu Phosphoglycerinsiure ab- 
gebaut wird. Bei Fluoridvergiftung wird zwar nur die Hialfte von 
Hexosediphosphat zu Phosphoglycerinsiure gespalten, wihrend 
die andere in Phosphoglycerin iibergeht; wenn man aber Acet- 
aldehyd hinzusetzt, so wird unter Reduktion von Acetaldehyd zu 
Alkohol Phosphoglyceraldehyd zu Phosphoglycerinsiure oxydiert 
werden, ohne daB Phosphoglycerin weiter gebildet wird. Wahr- 
scheinlich stammt also unter den Versuchsbedingungen von Neu- 
berg und Vercellone sowie A. Hahn ein Teil der Phospho- 
glycerinsiure aus Hexosediphosphat, und ein Teil entsteht aus 
dem zugesetzten Zucker. 

) C. Neuberg u. M. Kobel, Z. angew. Chem, 46, 711 (1933). 


A. Vercellone u. C. Neuberg, Biochem. Z. 280, 161 (1935). 
8) A. Hahn, H. Ottawa u. E. Mehler, Z. biol. 97, 573 (1936). 
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In unserem Institut ist vor zwei und drei Jahren die Phos- 
phoglycerinsiure mehrfach nach dem urspriinglichen Verfahren 
von C.Neuberg und M.Kobel (ohne Zusatz von Hexosediphosphat! 
ohne alle Schwierigkeiten dargestellt worden, wobei genau die von 
den Autoren angegebenen Ausbeuten erzielt worden sind. Seit 
einiger Zeit versagte aber diese ausgezeichnete Methode voll- 
stindig. Ohne Zusatz von Hexosediphosphat lieB sich keine Spur 
von Phosphoglycerinsiure darstellen, obwohl die Ansitze genau 
in der friiheren Weise entsprechend den Angaben von Neuberg 
zusammengesetzt waren. Als Beispiel eines der vielen erfolglosen 
Versuche sei der folgende zitiert: 

Versuch vom 18. V. 37. 

Ansatz: 200 cem 40°/, Glucose; 200 ccm ?/, m-Phosphat (pq 7); 80 ¢ 
Bierhefe; 80 cem H,O; 40 cem Toluol. 

Am Beginn der Inkubation enthielt der Ansatz 6,25 mg anorganischen 
Phosphors im cem, nach 6stiindiger Incubation fiel der Wert kaum um 
0,6 mg ab, nach weiteren 48 Stunden um 1 mg. Wiihrend der ganzen Zeit 


wurden nur Spuren von CO, entwickelt. Zusatz von Acetaldehyd und 
Fluorid vermochte nichts an dem Resultat zu dndern. 


Da sich diese MiBerfolge hiiuften, dachten wir daran, daf die 
Bierbrauerei ihre Heferasse geiindert hat. Diese Vermutung er- 
wies sich aber als unrichtig, wir erhielten von dem wissenschaft- 
lichen Untersuchungslaboratorium der Bierbrauerei A.G. Lwoéw 
die Versicherung, daB die Heferasse genau dieselbe sei wie friiher. 
Wir gingen daran den fermentativen ProzeB der Phosphoglycerin- 
siurebildung niher zu untersuchen. 

Zunichst iiberzeugten wir uns selbstverstandlich davon, dab 
diejenige Hefe, aus der nach der Neubergschen Vorschrift 
keine Phosphoglycerinsiure zu gewinnen war, Zucker sowohl in 
Gegenwart als auch in Abwesenheit von anorganischem Phosphat 
vergirt. Wurde aber gleichzeitig mit Zucker und Phosphat Toluol 
hinzugesetzt, so erfolgte praktisch keine Fermentation und keine 
Bindung von anorganischer Phosphorsiiure. Der letztere Prozeb 
ist aber Vorbedingung fiir die Synthese der Phosphorglycerinsiure. 
In der ersten Phase des Neubergschen Verfahrens erfolgt die 
Veresterung des zugesetzten Zuckers mit Phosphat zu Robison- 
Ester und dann zu Harden-Young-Ester, welcher in einer Gleich- 
gewichtsreaktion zu Triosephosphorsiiure gespalten wird. Alle 
diese Reaktionen beanspruchen etwa 3 Stunden. Werden nun 
Acetaldehyd und Natriumfluorid hinzugesetzt, so erfolgt au! 
Kosten des Acetaldehyds die Oxydation des Triosephosphorsiure- 
esters zu 3-Phosphoglycerinsiure, welche in Gegenwart von Fluorid 
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nicht mehr weiter gespalten wird und unter diesen Bedingungen 
(neben dem aus Acetaldehyd entstehenden Alkohol) das End- 
produkt der Garung darstellt. 

Nachdem durch unsere Versuche erwiesen war, daB die Fehl- 
schlige in der Gewinnung von Phosphoglycerinsiure mit der ersten 
Phase der Girung zusammenhingen, priiften wir, ob die Hemmung 
durch Toluol nicht etwa auf Verunreinigungen zuriickzufiihren 
ist. Dies war nicht der Fall. Weitere Versuche fiihrten nun zu 
der Feststellung, daB die Hemmung durch Toluol von dem 
Girungszustand der Hefe abhingig ist. Wird Bierhefe zu- 
nichst mit wenig Zucker angertihrt und bei Zimmertemperatur 
so lange stehen gelassen bis die Girung in vollem Gange ist, 
und nun erst Phosphat und Zucker und bald darauf Toluol hin- 
zugesetzt, so liuft die Garung weiter fort, und zugleich erfolgt 
rasche Bindung (Veresterung) von anorganischem Phosphat. Nach 
Zusatz von Acetaldehyd und Fluorid entsteht Phosphoglycerin- 
siure, welche wir in ausgezeichneter Ausbeute isoliert haben. 

Durch diese Befunde werden unsere friiheren MiBerfolge bei 
der Darstellung der Phosphoglycerinsiure erklirt. Wenn man zu- 
fillig die Bierhefe im Zustand der vollen Girung bekommt, dann 
laBt sich die Neubergsche Methode gut anwenden; wenn man 
jedoch — was 6fter der Fall ist — Brauereihefe bekommt, welche 
nicht gart, ihren Zucker vergoren hat oder gar gewaschen worden 
ist, dann laBt sich die Phosphoglycerinsiure — ohne Zusatz von 
Fructosediphosphorsiure — nur nach lebhafter Angirung mit 
Zucker gewinnen. Dies steht vielleicht damit im Zusammenhang, 
daB girende Hefe gewisse Mengen von Fructosediphosphorsaure 
bildet, welche nach der Plasmolyse an der weiteren Veresterung 
von Zucker — unter Riickbildung — teilnehmen. In Abwesen- 
heit dieses Katalysators erfolgt nach der Kinwirkung von Toluol 
keine Estersynthese. 

Unter Anwendung unserer Modifikation haben wir 3mal hinter- 
einander aus verschiedener Hefe, welche bei Einhaltung der Neu- 
bergschen Vorschriften keinen Zucker veresterte, Phosphoglycerin- 
siiure in einer um etwa 50°/, héheren Ausbeute erhalten, wie von 
Neuberg und Kobel angegeben wird. Im folgenden geben wir die 
genaue Methode der Darstellung: 800 g untergiirige Bierhefe werden 
mit 100 ccm 10°/,iger Glucoselésung vermischt und bei 37° 15 
bis 20 Minuten stehen gelassen. Man setzt 1200 ccm 40°/,ige Glucose 
und 1200 cem 2/, m-Natriumphosphatlésung (p,, = 7) hinzu, nach 
weiteren 30—40 Minuten 150 ccm Toluol. Unter éfterem Mischen 
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wird nun der Ansatz bei 37° 3 Stunden stehen gelassen, worauf 
man 100ccm n }/,-Natriumfluorid und 1200 ccm 2°/,iges Acetaldehyd 
hinzusetzt. Der Ansatz wird nun (bei 25°) 12 Stunden inkubiert. 
Die weitere Aufarbeitung geschieht nach Neuberg und Kobel. 
Ausbeute 70g reines Ba-Salz. Die Aufarbeitung der Mutter- 
langen (nach Neuberg und Vercellone) ergab weitere 15 g 
reines phosphoglycerinsaures Barium. 

Wir vermuten, daB MiBerfolge bei der fermentativen Darstel- 
lung der Phosphoglycerinsiure nicht nur in unserem Laboratorium 
vorgekommen sind. Wir schlieBen dies daraus, daB die Methoden 
mehrfach modifiziert worden sind, und zwar unter EKinsatz von 
kostspieligen Reagenzien; und auch daraus, daB wir dfters von 
Fachgenossen um Uberlassung von phosphoglycerinsaurem Barium 
ersucht worden sind. Nachdem wir nun selbst aus diesen 
Schwierigkeiten heraus sind, glauben wir, daB die Aufklirung 
dieses scheinbar geringfiigigen Punktes in der Methode von 
Neuberg einer Mitteilung wert ist. 


Zusammenfassung. 


Fiir die Darstellung der Phosphoglycerinsiiure durch Hefe- 
girung nach Neuberg und Kobel ist es wesentlich, die Hefe 
zuerst in den Zustand lebhafter Girung zu bringen, und erst 
dann durch Toluolzusatz abzutéten. Es wird dadurch der Zu- 
satz von Hexosediphosphat zum Ansatz entbehrlich, und man 
gewinnt die Phosphoglycerinsiure in einer Ausbeute von 70 g 
Ba-Salz aus 1225 ccm 40°/,iger Glucose. 


Herrn Prof. Parnas danken wir fiir die dieser Arbeit ge- 
wihrte Unterstiitzung. 
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(7. Mitteilung tiber die Enzyme der Girung,) 
Von 
Anton Schiiffner. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juni 1937.) 


Kine groBe Zahl von Arbeiten der letzten Zeit beschiftigt 
sich mit dem Mechanismus der Phosphorylierung von Hexosen 
durch Zellen und Zellausziige. Die Arbeiten der Heidelberger, 
Lemberger und Stockholmer Schule’) haben zeigen kénnen, 
daB durch Umesterungsreaktionen Hexose phosphoryliert werden 
kann. Im Mittelpunkt des Interesses steht dabei die Reaktion: 
1) Adenosintriphosphorsiure (A.T.P.) + Hexose = Hexose- 

phosphat + Adenylsiure. 


Auch andere Phosphatdonatoren wurden in Betracht gezogen, 
vor allem die Cozymase, ohne daf hierin eine vollkommene Klar- 
stellung bis heute erfolgen konnte*). Dem diese Umesterung be- 
wirkenden Enzym, Heterophosphatese oder Phosphorylase genannt, 
haben besonders Euler und Adler’) eingehende Untersuchungen 
gewidmet. 

Offenbar auf einem anderen Mechanismus beruht die Uber- 
fihrung anorganischen Phosphates in organische Bindung, die 
notwendigerweise die Primiirreaktion fiir spiter zu erfolgende 


1) O. Meyerhof u. W. Kiessling, Biochem. Z. 281, 249 (1935); 
I.K. Parnas, C. Lutwak-Mann u. T. Mann, Ebenda 28], 168 (1935); 
H. y. Euler u. E. Adler, Diese Z. 235, 122 (1935). 

2) O. Meyerhof u. W. Kiessling, Naturw. 24, 557 (1936); 
A. Lennerstrand, Biochem. Z. 289, 104 (1936); R. Vestin, Diese Z. 240, 
99 (1936); H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 246, 88 (1937): P. Ohl- 
meyer u. 8S. Ochoa, Naturw. 25, 253 (1937). 

3) H.v. Euler u. E. Adler, a.a.0O.; E. Bauer, Diese Z. 242, 29 
1936); H. v. Euler, E. Adler, G. Giinther, H. Heiwinkelu. R.Vestin, 
Arkiv f. Kem. Min. u, Geol. 12 B, 1 (1936). 
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Umesterungsreaktionen sein muf. Wir konnten vor 3 Jahren 
mitteilen, daB die Reaktion: 
(2) Hexose + Phosphat = Hexosephosphat 


\ 


durch die Oxydation von Triosephosphorsiureester induziert wird *), 
Gleichzeitig mit uns haben Runnstrém und Mitarbeiter®) ahn- 
liche Beobachtungen an Blutzellen verdéffentlicht, spiiter haben 
dann Dische®), Laszt*) und Yamamoto’) teils an Hefe, teils 


an anderem biologischem Material unsere Ansicht bestitigen 
kénnen. Diese griindetete sich vor allem auf die Aufteilung> 
des Phosphorylierungssystems in mindestens zwei enzymatische f 
Komponenten, von denen die eine eine Dehydrase ist, wihrend 


sich die andere Komponente mit keinem bisher bekannten Enzym, 
z. B. einer Phosphatase identifizieren lieB. Sie stiitzte sich ferner 


auf friihere Hinweise in Untersuchungen Eulers und Mitarbeiter") 


da Cozymase fiir die Phosphorylierung der Zucker nicht ent- 
behrt werden kann. 


Neben dieser direkten Phosphorylierung von Hexose scheint 
noch eine in ihrem Mechanismus wenigstens zum Teil verschiedenef 
Bildungsweise von Hexosephosphat zu existieren, die, ausgehend— 
vom Glykogen, unter Aufnahme von anorganischem Phosphat zu 


Hexosemonophosphat fithrt’®). 
In der 3. Mitteilung dieser Untersuchungsreihe !!) konnte fest- 


gestellt werden, daB in einem gereinigten Phosphorylierungssysten§ 
aus Hefe die Bindung anorganischen Phosphates an Hexose nur inf 
dem Ausmabe stattfindet, in dem Hexosediphosphat dem Reak-& 


tionsmilieu zugesetzt wird. Wihrend Hexosediphosphat im un. 


gereinigten Knzymsystem — wie man weif — katalytisch reagiert 


ist im gereinigten Enzymsystem dessen Reaktionsweise stéchio.- 
metrisch. Man war daraus zu dem Schlusse berechtigt, daB al: 


Primirprodukt der Phosphorylierung von Hexose ein Hexosemono§ 


ester entsteht, der durch das gereinigte System nicht weiter phos. 
7 dem 
4) A. Schaffner u. E. Bauer, Naturw. 22, 464 (1934); Diese Z. 2325 © 


213 (1935). 


) I. Runnstrém, A. Lennerstrand u. H. Borei, Biochem. Z. 205 
| durck 
rim ¢ 


15 (1934). 

6) Naturw. 22, 776 (1934). 

‘) Biochem. Z. 276, 44 (1935); Ders. u. H. Silimann, Ebenda 27i% 
401 (1935). 
, *) J. of Biochem. 24, 461 (1936). *) Z. B. Diese Z. 181, 1 (19298 


*) Vgil. P. Ostern, J.A. Guthke u. J. Terszakowec, Diese Z. 245 
9 (1936); A. Schaffner u. H. Berl, Ebenda 2388, 111 (1936). 
1) A.Schiffner, H. Berl u. E, Bauer, Diese Z. 234, 146 (1935 
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phoryliert werden kann, daB hingegen bei der zellfreien Garung 
durch rohen Macerationssaft ein Weg vom Primirester zur Hexose- 
diphosphorsiure existieren muB, 


Die nunmehr ausgefiihrten Isolierungsversuche bestiitigen das 
frihere Ergebnis. Das bei der Phosphorylierung von MHexose 
mittels des gereinigten Enzymsystems entstehende Monophosphat 
liBt sich aus den Versuchsansiitzen isolieren. Seine Kigenschaften 
sind identisch mit denen des Embden-Gleichgewichtsesters. Fiir 
die theoretische Deutung der Reaktion ist die Feststellung wichtig, 
daB die Hexosemonoesterfraktion quantitativ der Menge 
Phosphorsaure entspricht, die verestert worden ist. (Ver- 
such 1 des Versuchsteiles). 

Da die Veresterungsreaktion durch die Oxydation des Triose- 
esters zu Phosphoglycerinsiiure induziert wird, miiBte genau soviel 
Phosphoglycerinséiure wie Hexosemonophosphat im Versuchsansatz 
gefunden werden. In der Tat kann man die Phosphoglycerinsiure 
als Ba-Salz isolieren, allerdings nicht in einem so schénen quanti- 
tativen Ausmaf. Die Rohfraktion des phosphoglycerinsauren 
Barium ist noch verunreinigt mit eimem anderen bis jetzt nicht 
niher definierten Phosphorsiureester, von dem es unter Verlusten 
durch Umfillen getrennt werden kann*). 

Der Gleichgewichtsester ist also der aus den Ansiitzen des 
gereinigten Phosphorylierungssystems isolierbare Monoester. Seit 
dem Erscheinen unserer Mitteilung, daB im gereinigten System 
die Phosphorylierung auf der Monophosphat-Stufe stehen bleibt, 
im ungereinigten System hingegen weitergeht zur Stufe des 
Diphosphates, ist durch die schon zitierten Arbeiten von Meyer- 
hof, v. Euler und Parnas?) gerade auf den Ubergang von Mono- 
phosphat zu Diphosphat einiges Licht gefallen. Der Mechanismus 
der Umesterung — im gereinigten System nicht mehr vollstindig — 
erméglicht im rohen Macerationssaft die Aufphosphorylierung zu 


' dem Diester. 


Man kann die Bildung von Diester aus Monoester durch 
rohen Macerationssaft nachweisen. Robisonester wird bekanntlich 


_ durch Zymohexase aus Muskulatur nicht angegriffen, d. h. es tritt — 


im Gegensatz zu Hexosediphosphat — kein alkaliverseifbarer 


") Bei einem mit unserem ihnlichen Phosphorylierungssystem hat in 


: der Zwischenzeit A. Lennerstrand, Biochem. Z. 289, 104 (1936), Versuche 
“nitgeteilt, die bestitigen, daB die Phosphorylierung parallel der Ent- 


stehung von Phosphoglycerinsiiure geht. 
12* 
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Phosphor in Form von Trioseester auf"'). Bei Behandlung des 
Robisonesters mit rohem Macerationssaft entsteht indes verseif- 
barer Phosphor, eine Reaktion, die durch Zugabe von A.T.P. be- 
triichtlich gesteigert werden kann. (Versuch 2 im Versuchsteil). 
Erklirbar ist sein Auftreten durch folgende vermittelnde Reaktionen: 


(3) 2 Hexosemonophosphat + A.T.P. = 2 Hexosediphosphat + Adenylsiiure. 
(4) Hexosediphosphorsiure = 2 Trioseester. 

Ostern?®) hat vor einiger Zeit einen Ahnlichen Befund an 
Muskelausziigen mitgeteilt. Er findet auBerdem, wie wir an Hefe- 
ausziigen schon friiher feststellen konnten, daf Hexosemonophosphat 
nicht weiterhin durch anorganisches Phosphat phosphorylierbar ist. 
Allerdings gilt diese letztere Feststellung bisher nur fir das ge- 
reinigte Phosphorylierungssystem, nicht aber fiir die rohen Knzym- 
lésungen (vgl. S. 163). 

Wir verstehen heute, warum auber Hexosediphosphat und 
Trioseester auch Phosphoglycerinsiure, Phosphobrenztraubensiure, 
Monoester oder A.T.P. die Uberfiihrung von anorganischem Phos- 
phat in organische Bindung induzieren. Als letztes Glied der Um- 
phosphorylierungsreaktionen entsteht durch diese Substanzen letzten 
Endes Hexosediphosphat bzw. Trioseester, dies aber nur im un- 
gereinigten System der Phosphorylierung. Im gereinigten System 
hingegen ist nur mehr der Diester oder sein direktes Spaltprodukt 
der Trioseester dazu fahig. 

Aber ist dieser Weg, der im erweiterten Meyerhofschen 
Girungsschema klar formuliert ist, der einzig mégliche? Dab 
Zusatz von Hexosediphosphat zu Macerationssaft auch dann eine 
Phosphorylierung von Hexose auslést, wenn man die Reaktion 
bei Anwesenheit von NaF vor sich gehen laBt — ein Gift, das 
den Weg von der Phosphoglycerinsiiure zur Phosphobrenztrauben- 
siure zu verlegen vermag — ist schon lingere Zeit bekannt. 
Merkwiirdigerweise reagiert Hexosediphosphat auch im NaF-ver- 
gifteten Ansatz katalytisch, d.h. es kann mehr anorganisches 
Phosphat in organische Bindung iibergefiihrt werden als Phosphat 
in Form des Diesters dem Reaktionssystem zugegeben wird. 

In der 5. Mitteilung dieser Untersuchungsreihe !*) wurde daraus 
geschlossen, daB die Regeneration der Hexosediphosphorsiure im 
NaF-vergilteten Ansatz nicht auf dem Wege stattfindet, den die 
Arbeiten der Heidelberger und Lemberger Schule fiir die 
normale Girung nachweisen konnten, nimlich durch Umesterung 


%) A. Schiffner u. H. Berl, Diese Z. 238, 111 (1936). 
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des Phosphates von der Phosphobrenztraubensiure tiber die Adenyl- 
siure (oder einen anderen entsprechenden Phosphatiibertraiger) auf 
Glucose, sondern auf einem anderen noch unbekannten Weg. Tat- 
sichlich kann man die Induzierung der Phosphorylierungsreaktion 
durch Phosphoglycerinsiure mittels NaF hintanhalten. Dies ist — 
wie gesagt — aber nicht der Fall, wenn man die Phosphorylie- 
rungsreaktion durch Hexosediphosphat oder auch Hexosemono- 
phosphat induziert. Es besteht also ein groBer Unterschied 
zwischen der Induktion mit Phosphoglycerinsiure und der mit 
Hexosephosphat; die Induktion mit Phosphoglycerinsiiure wird 
durch 3/,,, mol. NaF vollkommen aufgehoben, wiihrend die 
Induktion durch Hexosediphosphat oder Monophosphat auch bei 
'}o9 Mol. NaF fast ungeschmiilert vor sich geht. (Versuch 3 des 
Versuchsteiles). 

Auch dieser Versuch spricht dafiir, dab eine Regeneration 
des Hexosediphosphates bzw. Trioseesters auf einem anderen Weg, 
als dem, der dem erweiterten Meyerhofschen Schema entspricht, 
vor sich gehen kann. Man mu also annehmen — will man 
nicht an einen direkten Ubergang von Hexosemonophosphat in 
zwei ‘Triosekérper denken'’*) —, da diese Regeneration der 
Hexosediphosphorsiiure durch Phosphorylierung von Hexosemono- 
phosphat zustande kommt. Ob dies durch eine bisher unbekannte 
Umesterungsreaktion oder durch direkte oder indirekte Aufnahme 
von anorganischem Phosphat bewerkstelligt wird, dariiber ist noch 
kein Entscheid zu treffen. Nur da auch hier wieder ein be- 
sonderer, von anderen Phosphorylierungsreaktionen unterscheid- 
harer Mechanismus vorliegt, ist mit Sicherheit zu sagen. Be- 
merkenswerte Versuche, die A. Lennerstrand!*) vor kurzem 
mitteilte, sprechen fiir eine direkte Phosphorylierung durch Auf- 
nahme von anorganischem Phosphat, ohne dab es méglich wiire, 
daraus eine hinreichende Erklirung fiir deren Mechanismus ab- 
zuleiten. Dies scheint uns vor allem das vordringliche Ziel zu 
sein. Die energetische Betrachtungsweise der Phosphorylierungs- 
reaktion durch A. Lennerstrand und I. Runnstrém") ist ein 
wichtiger Beitrag dazu gewesen. 

Wir haben zunichst die Behauptung, daB die Oxydation des 
Trioseesters die Uberfiihrung anorganischen Phosphates in orga- 
usche Bindung induziert, fiir das gereinigte Enzymsystem neuer- 
lings auf ihre Stichhaltigkeit gepriift und versucht, sie mit den 


**) R. Nilsson, Arkiv f. Kem. Min. u. Geol. 10, Nr. 7 (1930). 
4) Biochem. Z. 289, 104 (1936). 15) Ebenda 283, 12 (1936). 
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in der Zwischenzeit errungenen Kenntnissen itiber Aufbau und 
Wirkungsweise von Cozymase, Codehydrasen und Apodehydrasen 
in Kinklang zu bringen. Obwohl wir uns weiterhin berechtigt 
fihlen, der damals aufgestellten Behauptung treu zu bleiben, so 
mu doch vorausgeschickt werden, dab wir auch heute weit davon 
entfernt sind, den enzymatischen Apparat, der die Uberfihrung 
anorganischen Phosphates in organische Bindung bewerkstelligt, 
genau zu kennen. 

Die Untersuchungen vy. Eulers und Warburgs haben uns 
gelehrt, daB zwischen Cozymase und Codehydrase II scharf zu 
unterscheiden ist, wenn auch ihre Funktionen und ihr chemischer 
Aufbau ein fbhnlicher ist. Die friiher zur Verfiigung stehenden 
Cozymasepriaparate waren in dieser Hinsicht nicht einheitlich. Eine 
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weitere schwer zu beseitigende Verunreinigung der Cozymase wal 
die Adenylsiiure. Das uns durch die Liebenswiirdigkeit von Herm 
Professor H. v. Euler nunmehr zur Verfiigung gestellte Cozymase- 
priiparat (ACo = 590000) darf als einheitlich angesehen werden. 
Dem gereinigten Phosphorylierungssystem zugesetzt, gibt dieses 
Priparat den niimlichen Phosphorylierungseftekt wie ungereinigt¢ 
Cozymase mit einem ACo-Wert von etwa 20000. Die Wirkung der 
beiden Cozymasepriiparate gehen, wie aus den beiden Kurvenbildern 
der Figur zu ersehen ist, im Gir- und Phosphorylierungsansatz 
parallel. Man ist daraus zu dem Schlusse berechtigt, daB zu 
Phosphorylierung die Cozymase ein maBgebliches und unentbelr- 
liches Glied ist. Adenylsiure oder Codehydrase IT sind entbehrlicl 
(Versuch 4 des Versuchsteiles.) 

Das ,,Zwischenferment“, nach den ilteren Angaben von War- 
burg und Christian?) dargestellt, ist enzymatisch nicht ein- 


6) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 254, 438 (1932). 
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heitlich. Das wurde schon in einer friiheren Arbeit betont, wo 
es gelang, seine Dehydrasewirkung auf Robinsonester durch éftere 
Adsorption an Tonerde frei von dem Phosphorylierungsefiekt zu 
erhalten. Das gereinigte Zwischenferment nach Negelein und 
Gerischer?") ist im Phosphorylierungsansatz demgemiif unwirksam. 
Die Arbeiten vy. Eulers und Mitarbeiter’) haben dann ergeben, 
daB die Apodehydrasen der Hefe weitgehend spezifisch sind; 
danach ist zwischen einer Alkohol-Trioseester- und Robinsonester- 
dehydrase zu unterscheiden. In unseren ,,Zwischenfermentlésungen“ 
liegt ein Gemisch dieser Apodehydrasen vor. Aber auch die 
Summe der Apodehydrasen ist keineswegs befiihigt, den Phos- 
phorylierungseffekt hervorzurufen. Durch mehrstiindiges Stehen- 
lassen des Zwischenfermentes bei schwach alkalischer Reaktion 
z B. verliert das ,,Zwischenferment* seine phosphorylierende 
Wirkung, wiihrend eine EinbuBe an Apodehydrasen nicht zu be- 
merken ist. (Versuch 5 im Versuchsteil.) 

Die inaktiven alkalibehandelten Zwischenfermentliésungen 
kénnen durch gewisse Enzymlésungen, die selbst inaktiv sind, 
wieder ihre alte phosphorylierende Wirkung zuriickerlangen. Die 
Apodehydrasen sind aus Zwischenfermentlésungen durch Ansiiuern 
z. B. mit Essigsiure—Acetat-Puffer fillbar. Die Restlésungen, die 
fast gar keine Apodehydrasen enthalten, kinnen dann zusammen 
mit imaktiven alkalibehandelten Zwischenfermentlisungen den 
Phosphorylierungsettekt auslésen. Vollstindig wird der Phosphory- 
lierungseftekt wieder hergestellt, wenn man zu der Apodehydrase- 
lésung einen dialysierten Glycerinextrakt aus Trockenhefe zugibt, 
der weder Apodehydrasen enthilt noch fiir sich allein phosphory- 
liert. (Versuch 6 und 7 des Versuchsteiles.) 

Wir kénnen also unsere friiher ausgesprochene Meinung, dab 
das Phosphorylierungssystem sich aus mindestens zwei Kompo- 
nenten zusammensetzt, mit aller Bestimmtheit aufrecht erhalten. 
DaB das Dehydrasesystem eine der beiden notwendigen Glieder 
der Phosphorylierung ist, ist weiterhin wahrscheinlich und der 
Weg zu untersuchen, welche der Apodehydrasen notwendig, welche 
etwa entbehrlich ist, steht nunmehr offen. Dariiber wird in einer 
folgenden Arbeit zu berichten sein. An Stelle der Zwischen- 
lermentlésungen kénnen mit dem niimlichen Effekt Apodehydrase- 
priparate anderer Darstellungsweisen genommen werden, z. B. 


1”) E. Negelein u. W. Gerischer, Biochem. Z. 284, 289 (1936). 
18) H.v. Euler, E, Adler u. S. Kyrning, Diese Z. 242, 215 (1936). 
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Trockenpriparate, die durch fraktioniertes Fiillen von dialysiertem 
Macerationssaft mit Aceton gewonnen wurden. (Versuch 8 des Ver- 
suchsteiles.) 

Schwieriger gestaltet sich die Untersuchung der zweiten 
alkaliempfindlichen Komponente, von der wir wissen, daB sie in 
dialysierten Glycerinextrakten von Trockenhefe in geniigend groBer 
Konzentration vorliegt. Wir haben uns in Fortsetzung friiherer 
Untersuchungen angelegen sein lassen, festzustellen, ob die un- 
bekannte Komponente — fiir die wir vorderhand, solange wir 
keine niihere Kenntnis iiber ihre Wirkungsweise haben, den Namen 
Phosphatese beibehalten méchten — mit irgendeinem bekannten 
Enzym identisch ist. In Frage kamen dafiir vor allem die Phos- 
phatasen und das die Umesterung verursachende Enzym Phos- 
phorylase. Die Phosphorylase stimmt mit ihrer bemerkenswerten 
Alkaliempfindlichkeit mit der unbekannten Phosphorylierungs- 
komponente itiberein?*), Aber diese ist noch empfindlicher. Durch 
Fiillen des Glycerinextraktes mit Aceton kann ein Priparat ge- 
wonnen werden, das simtliche Phosphatasen des Glycerinextraktes, 
die wir kennen — die a@-Glycerophosphatase, die Pyrophosphatase, 
das bei p,, = 7 Hexosediphosphat spaltende Enzym und das Enzym, 
dem die A.T.P.-Spaltung obliegt —, ferner aber auch die Phos- 
phorylase enthialt. Die Phosphorylierungskomponente ist bei dieser 
Vornahme vernichtet worden. (Versuch 9 des Versuchsteiles.) 

Die unbekannte Komponente des Phosphorylierungssystems 
ist also mit einer bekannten Phosphatase nicht identisch, ebenso- 
wenig wie mit der Phosphorylase. Dabei erlauben aber die im 
experimentellen Teil mitgeteilten Versuche keine Aussage dariiber, 
ob nicht eines dieser Enzyme ein Glied des Phosphorylierungs- 
systems sei. Fiir die bekannten Phosphatasen haben wir ihre 
Entbehrlichkeit in einer friiheren Arbeit auf einem anderen Weg 
aufzeigen kénnen, fiir die Phosphorylase wird das durch Reini- 
gungsversuche zu entscheiden sein. 

Mit diesen negativen Befunden kann vorerst keine Vorstellung 
iiber die Wirkungsweise der unbekannten Enzymkomponente ver- 
bunden werden. Die zu erwartende vollkommene Aufklarung iiber 
die Konstitution und Higenschaften der Cozymase wird méglicher- 
weise auch das Phosphorylierungsproblem einer Liésung zufihren. 
Ks scheint so, daB die Veriinderungen, die die Cozymase im System 
der Oxydoreduktion und Phosphorylierung erleidet, auch maBgebend 


1%) E. Bauer, Diese Z, 242, 29 (1936). 
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fiir die Bedeutung der Cozymase bei der Phosphorylierung sind. 
Das Bindeglied zwischen den beiden Reaktionen, der Oxydoreduktion 
und der Phosphorylierung wird die Cozymase sein. Wir erinnern 
in diesem Zusammenhange daran, daf nicht nur die Oxydoreduktion 
die Phosphorylierung induziert, sondern daB8 auch umgekehrt bei 
eleichzeitig stattfindender Phosphorylierung die Oxydoreduktion 


beschleunigt ist°). 
Versuchsteil. 


Versuch 1. 


Isolierung von Hexosemonophosphat und Phosphoglycerinsiure 
aus den Ansitzen mit gereinigtem Phosphorylierungssystem. 


In einem Volumen von 120 cem sind enthalten: 2g Glucose, 10 cem 
0,1 mol. Magnesiumacetat, Acetaldehyd entspr. 200 mg, Hexosediphosphat 
entspr. 40 mg P, anorganisches Phosphat entspr. 45 mg P, 20 eem Cozymase- 
lésung, 20 cem Zwischenferment'*) und 4 ccm Zymohexase aus Muskulatur. 
Pa = 7; nach 2 Stunden bei 35° wird die Reaktion durch Zugabe von 2,5 g 
Trichloressigsiiure abgestoppt. Das Filtrat des Eiweifniederschlages wird 
mit 2eem Eisessig und 10 cem 20°/,iger Ba-Acetatlésung versetzt. Nach 
3 tiigigem Stehen im Eisschrank hat sich ein zum groBen Teil krystallisierter 
Nisderechlag (I) abgeschieden. Der krystallisierte Anteil zeigt das charakte- 
ristische Aussehen von phosphoglycerinsaurem Barium. Das Filtrat vom 
Niederschlag I wird mit weiteren 10 ccm 20°/,iger Bariumacetatlésung ver- 
setzt, mit gesiittigter Barytlésung alkalisch gemacht (phenolphthalein rosa) 
und 20 cem Alkohol zugegeben. Niederschlag II enthiilt das anorganische 
Phosphat und Hexosediphosphat. Das Filtrat enthilt in der Hauptsache 
den Monoester, der mit Bleisubacetatlésung gefillt wird. Der Nieder- 
schlag III der Bleisubacetatlésung wird mit Schwefelwasserstoff zersetzt, 
mit Baryt die Lésung alkalisch gemacht und mit Quecksilberacetatlisung 
versetzt. Der Monoester bleibt in Lésung, die mit Schwefelwasserstoff ent- 
quecksilbert wird. Mit verdiinnter Schwefelsiiure wird das Barium aus der 
Lisung entfernt, die hierauf mit Calciumacetatlésung im geringen Uber- 
schuB versetzt wird. Zuletzt wird in der Hitze mit Alkohol gefiillt. Aus- 
beute 680 mg Ca-Salz. 

Der Versuch wurde auch ausgefiihrt bei Anwesenheit von 1/,5) mol. NaF, 
um eine etwaige Veriinderung der Phosphoglycerinsiiure zu vermeiden, ohne 
daB das Resultat dabei wesentlich geindert worden wiire. 


Bilanz. Am Anfang der Reaktion waren im Ansatz 89,8 mg P Ge- 
samtphosphor, von dem 45,28 mg als anorganischer Phosphor und 44,56 mg P 
als organisch gebundener Phosphor vorlagen. Nach Ablauf der Reaktions- 
zeit waren 24,48 mg anorganischer P und 65,36 mg organisch gebundener P 
vorhanden. Es wurden also 20,8 mg P verestert. 


20) A.Schiffner u. H. Berl, Diese Z. 238, 111 (1936); Z. Dische, 
Naturw. 22, 776 (1934). 
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Suttastene:s in Fraktionen. 























Posihttan oe geb. | Anorg. P 
in mg] in mg 
sadonsiien] (phosphoglycerinsaures Ba roh). oe 18,2 2,6 
Niederschlag II (anorg. P und Hexosediphosphat . . 24,5 21,5 
Filtrat vom Niederschiag II ‘capa roh)| 22,19 0,5 
Nach der Bleifillung ...... ‘at 20,59 — 
Nach der Quecksilberfallung. 1 a a ee 18,5 — 


Eigenschaften des isolierten ireusitenniiatiae. P-Gehalt 9,8°/, 
(ber. 10,2°/,). Siurehydrolyse. Wenn 1 ccm Lésung, entspr. 0,420 mg P, 
mit 1 ecm 2 n-HCl im Einschmelzréhrchen 180 Min. im siedenden Wasser- 
bad erhitzt wird, werden 0,125 mg P, entspr. 29,7°/,, abgespalten. 

Reduktionskraft nach Hagedorn-Jensen. 0,5 cem Lésung, 
entspr. 0,210 mg P, bzw. 1,22 mg Glucose verbrauchen 1,40 ccm 0,02 mol. 
Jod, entspr. 81 9° /, des Glucosewertes. 

Reduktionskraft nach Willstitter-Schudel. 3 cem Lésung, 
entspr. 1,260 mg P, bzw. 7,38 mg Glucose verbrauchen 2,88 cem 0,02 mol. 
Jod, entspr. 70,2°/, des Glucosewertes. 

Priifung auf alkaliverseifbaren Phosphor. 1 eem Lésung, 
entspr. 0,420 mg P, wird mit 1 cem 2n-NaQH 30 Min. bei Zimmertem- 
peratur stehen gelassen. Dabei tritt keine meBbare Zunahme an anorga- 
nischem Phosphat ein. Die Monoesterfraktion ist demnach frei von leicht 
alkaliverseifbarem Phosphor. 

Priifung des Monoesters auf Spaltbarkeit durch Zymo- 
hexase. Auf 6 cem Lésung, entspr. 2,52 mg P, werden 0,5 eem Zymohexase 
lésung aus Kaninchenmuskulatur bei pg = 7 und 40° 30 Min. einwirken 
gelassen. Es entsteht dabei kein alkaliverseifbarer Phosphor, was der Fall 
wire, wenn Hexosediphosphat in nennenswerter Weise vorhanden wire. 

Katalytische Reaktionsweise des Monoesters im un- 
gereinigten Phosphorylierungssystem. Im Volumen von 12,5 cem 
sind enthalten: 0,5 cem roher Macerationssaft, 300 mg Glucose, 20 mg Acet- 
aldehyd, 2 ecem Cozymase, 2 cem anorganisches Phosphat, entspr. 4 mg, 
1 cem 0,1 mol. MgSQO,. In 1 Stunde tritt bei 30° und py = 7 keine Abnahme 
des anorganischen Phosphates ein. Nach Zugabe von Hexosediphosphat, 
entspr. 0,588 mg P, sinkt das anorganische Phosphat von 6,250 mg P auf 
0,250 mg P, es wurden also 6 mg P verestert. 

Nach Zugabe von Monoesier, entspr. 0,420 mg P, sinkt das anorganische 
Phosphat auf 2,775 mg P, nach Zugabe von Monoester, entspr. 0,840 mg P, 
sinkt das anorganische Phosphat auf 1,095 mg P in 1 Stunde; im ersten 
Falle wurden 3,475, im zweiten Falle 5,155 mg P verestert. Im ungereinigten 
Phosphorylierungssystem reagiert also der aus dem gereinigten System iso- 
lierte Monoester katalytisch. 


Eigenschaften der Phosphoglycerinsaurefraktion. P-Gehalt der 
Rohfraktion 8,56°/, (ber. fiir Phosphogly oe Barium 8,23). Siure- 
hydrolyse. Wenn 1 ccm Losung, entspr. 0,518 mg P, mit 1 cem 2 n-HC! 
im Einschlufréhrchen 180 Min. im siedendem W ‘asserbade erhitzt wird, 
werden 0,055 mg P, naan: 10°/,, abgespalten. Fur reine Phosphoglycerin- 
siiure findet man eine 5°/,ige Abspaltung von Phosphat in dieser Zeit. Durch 
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2maliges Umkrystallisieren erhilt man unter Verlusten fast ganz reines 
phosphoglycerinsaures Barium, das in 180 Min. zu 6°/, hydrolysiert wird. 


Versuch 2. 
Bildung von Hexosediphosphat aus Monoester 
durch das A.T.P.-System. 

Als Ma8 fiir die Bildung von Hexosediphosphat sehen wir das Auf- 
treten von Trioseester, gekennzeichnet durch seinen leicht mit alkaliverseif- 
baren Phosphor an, der bei Anwesenheit von Zymohexase im Gleichgewicht 
mit Hexosediphosphat steht. 

In einem Volumen von 12,5 ccm sind enthalten: Robisonester, entspr. 
38mg P, 0,25ecm Enzym, 10 mg Jodessigsiure und 1 cem A.T.P.-Lésung, 
entspr. 0,5 mg P. py = 7; 7 =30°% Angaben bedeuten Milligramm P, ber. 
fiir den ganzen Ansatz. 

Der Zusatz von Jodessigsiiure diente dazu oxydoreduktive Veriinde- 
rungen des entstehenden Trioseesters zu verhindern. Weder die enzyma- 
tische Umesterung noch die zymohexatische Spaltung wird durch Jodessig- 
siiure nennenswert beeinflubt. 





Mit gerein. Zymohexase 


Mit Macerationssaft 
r aus Muskulatur 


sofort nach 30 Min. sofort nach 30 Min. 
Anorg. Phosphat 1,190 1,190 0,120 0,120 


ohne Zu- 
_ | gabe von | 
Alkali- | “A. T.P, 0,00 | 0,085 0,00 0,00 
verseif- - 


barer P} mut Zu- 


gabe von 
A.T.P. 0,00 0,325 0,00 0,00 
Versuch 3. 
Induzierung der Phosphorylierung durch verschiedene 
Phosphorsiureester mit und ohne Natriumfluorid. 
In einem Ansatz von 12,5 cem sind enthalten: 0,75 eem Macerationssaft, 
300 mg Glucose, 1 cem 0,1 mol. MgSO,, 20 mg Acetaldehyd, 2 cem Cozymase, 
1 ccm anorg. Phosphat, entspr. 2 mg P, und die induzierende Substanz, entspr. 
img P. Der anorg. Phosphor betriigt im ganzen Ansatz 5,212 mg P. py = 7, 




















‘on yh ; 

Induzierende Substanz a a mre — 
Hexosediphosphat .... . 0 4,857 
100 4,087 
200 4,587 
Hexosemonophosphat . 0 4.568 
| a 4,012 
Phosphoglycerinsiiure. . . . 0 4,805 
1) 0.00 
: 0,00 





celRaRR tm ene 


ae 


hag tre sgteee edie in spline alge seme peeraltine dt arnt 


Soe 


se 


EE ae Bea rd sere 


a" 

















170 Anton Schiffner, 


Versuch 4. 


Vergleich reiner mit ungereinigter Cozymase 
im Girungs- und Phosphorylierungstest. 

Giiransatz. 0,5 ccm 0,2 mol. Phosphat, 0,4 ccm 0,1 mol. Mg-Acetat, 0,4 g 
Apozymase, 2 ccm Wasser im HauptgefiiB; 0,4 ccm 20°/, iger Glucoselésung 
und Hexosediphosphat, entspr. 0,6 mg Pim Anhang. py = 7, T = 35°. CO, 
manometrisch gemessen. Mitgeteilt ist die Ablesung nach 30 Minuten. 

Phosphorylierungsansatz. In einem Volumen von 10cem sind ent- 
halten: 3 ccm Zwischenferment, 0,25 ccm Zymohexase, 100 mg Glucose, 
20 mg Acetaldehyd, 1 cem Phosphat, entspr. 2 mg P, 1 cem 0,1 mol. MgSO, 
und 1 cem Hexosediphosphat, entspr.6 mg P. py = 7,0, J = 30° O-Phos- 
phor im ganzen Ansatz 2,33 mg P. Angaben bedeuten mg P-Schwund 
wihrend der Versuchszeit. 


I. Girungstest. 





Ungereinigte Cozymase teine Cozymase 
Cozymase- | Cozymase- = 
y | . ecm CO, | Differenz 


Menge in cem | 


eem CO, | Differenz 
a Menge in mg 


Ohne Zusatz | 28.5 | — Ohne Zusatz 











28,5 “= 
0,05 | 97,8 | 48,8 0,160 | 77,8 49,3 
0,10 | 1074 | 18,9 0,200 | 107,9 79,4 
0,20 | 201,5 | 173,0 0,500 | 227.0 198,5 
II. Phosphorylierungstest. 
Cozymase- P-Abnahme Cozymase- P-Abnahme 


Menge in ccm | jin 1 Std.! in 2 Std.| Menge in mg | in 1 Std. in 2 Std. 


Ohne Zusatz 0,00 | 0,00 Ohne Zusatz 0,00 0,000 











0,2 105 | 1,61 0,200 0,82 1,23 
0,4 1,52 2.08 0,400 1,12 1,73 
1,0 1,85 2,18 1,00 1,88 2,18 


Versuch 5. 
Die Empfindlichkeit des Phosphorylierungssystems 
und die Unempfindlichkeit der Apodehydrasen 
gegentiber Alkali. 

Phosphorylierungsansatz. In einem Volumen von 6,5 cem sind ent- 
halten: 100 mg Glucose, Hexosediphosphat, entspr. 38mg P, anorg. Phosphat, 
entspr. 2mg P, 20mg Acetaldehyd, 0,25 cem 0,1 mol. MgSO,, 0,5 cem 
Cozymase, 0,25 cem Zymohexase und 1,5 cem Zwischenferment. 

Messung der Dehydrasewirkung im Thunbergrohr. 0,5 eem Phosphat- 
puffer 0,2 mol., py = 7; 0,25 cem Flavinenzym, 0,25 cem Substrat 0,1 mol., 
1 ccm Zwischenferment; 1 cem Methylenblau 1:5000. 

Alkalibehandlung. 15 cem Zwischenfermentlésung werden mit 1 ccm 
5°, iger Natriumbicarbonatlésung und 0,3 cem 5°/, iger Sodalésung versetzt. 
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Po = 8,6. Nach 3 Stunden Stehen bei Zimmertemperatur wird mit Essig- 
siureacetatpuffer py = 4,7 neutralisiert. 


A less ace 





Unvorbehandeltes ~ Alkalibehandeltes 
Zwischenferment _ aw ischenterment 
zur | nach | nach ~ zur | nach nach 


Zeit 0 | 90 Min. | 180 Min.} Zeit 0 | 90 Min. | 180 Min. 
P-Gehalt d. An- | | | 

satzes. . . . | 2,164 | 1,653 007 | 2,164 | 2,164 | 2,164 
P-Schwund . . — | 0,511 157 _ 0,00 | 0,00 








II. Dehydrasew ia 











‘Unvorbehand. | Alkalibehand. 

Sudueeas Zwischenferm., | Zwischenferm., 

ai Entfirbungs- Entfirbungs- 

zeiten in Min. | zeiten in Min. 
Selbstentfirbung ohne Substrat. . . . AT 60 
Alkohol. ..... eee cal ee 8 7 
Robisonester .... . . ea 6 5 
Hexosediphosphat.......... 20 32 

Hexosediphosphat bei  gleichzeitigem 

Zusatz von Zymohexase ...... 6 6 


Versuch 6, 
Aufteilung des Zwischenfermentes in 2 Komponenten. 


20 cem Zwischenferment werden mit 1ccm Essigsiure-Acetatpuffer 
0,5 mol. vom py = 4,7 versetzt, der enistandene Niederschlag wird ab- 
zentrifugiert. Es ist zweckmiiBig, die erste Restlésung zu verwerfen, die meist 
noch Apodehydrasen enthilt und die Fillung ein zweites Mal zu wieder- 
holen, nachdem man den Niederschlag mit verdiinnter Bicarbonatlésung 
Ww ieder in Lésung gebracht hat. Die Restlésung II verwenden wir dann zu 
dem Versuch. Phosphorylierungs- und Dehydraseansatz wie im vorher- 
gehenden Versuch. Angaben bedeuten mg P-Schwund nach 2 Stunden im 
ganzen Ansatz bzw. Entfirbungszeiten in Minuten. TJ = 30°. 








Alkali- ‘ Restlisg. IL 
Rest- behand. | + alkalibeh. 








Rnmyeaayeeinn lésung I[]|Zwischen-| Zwischen- 
_ferment ferment 
Phosphorylierende Wirkung .... . 0,00 0,00 0,585 


als Substrat 
Hexosediphosphat ... . 2 Std. | 32 Min. -- 
Hexosediphosphat bei Zu- 


“or xan satz von Zymohexase . | 60 Min. , s 
meine | Robisonester ee ee ee « e + 
Bs St cee we 7 — 
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Versuch 
Vorkommen der unbekannten Phosphorylierungskomponente 
im dialysierten Glycerinextrakt aus Trockenhefe. 
Phosphorylierungs- und Dehydraseansatz wie im Versuch 5. An- 
gewandt wurden 0,3 cem Glycerinextrakt aus Trockenhefe, bzw. 1 ccm 
alkalibehandeltes Zwischenferment. 





Glveerin- Alkalibehand. 
) ; Zwischenferm. 

E oxtrakt ; 
nzymsystem extrakt aus + ieee. 


l'rockenhefe| 9, Trockenhefe 











Phosphorylierende Wirkung ...... . 0,00 2,405 








als Substrat 
i Hexosediphosphat. ..... 2 Std. 
Dehydrase- | Feces gyi were aoe ee 
Wirkung | Ankohol.... 2.2...” 9 


Versuch 8. 
Ersetzbarkeit des ,Zwischenfermentes* im Phosphorylierungs- 
system durch Apodehydrasen anderer Darstellungsweise. 


Durch Fiillen eines dialysierten Macerationssaftes mit Aceton wird 
ein Trockenpriiparat gewonnen, das siimtliche zur Untersuchung gekommenen 
Apodehydrasen enthalt. Ein etwaiger Phosphatesegehalt kann, genau so 
wie bei Zwischenfermentlésungen, durch Alkalibehandlung beseitigt werden. 
Zusammen mit phosphatesehaltigem Glycerinextrakt aus Trockenhefe tritt 
mit solcherart dargestellten Apodehydraselésungen Hexosephosphorylierung 
in starkem Ausmab ein. 


Beispiel. Phosphorylierungsansatz wie im Versuch 5. P-Gehalt des 
ganzen Ansatzes zur Zeit 0 = 2,927 mg P. 








Phosphor-Schwund nach 


Enzymsystem 
2 Stunden 4 Stunden 





0,5 ecem Gly eerinextrakt. — 0,00 0,00 
Alkalibehandelte Lisung eines 5 Trockenpriipa- A- | 

rates entsprechend 50 mg. . 0,00 | 0,00 
0,5 cem Glycerinextrakt + alkalibehandelte Lé- 

sung eines Trockenpriiparates entspr. 50 mg 1,887 2,462 


Versuch 9. 


Abtrennung der Phosphatese von den Phosphatasen 
und der Phosphorylase des Glycerinextraktes aus Trockenhefe. 


Durch Fiillen von 50 cem Glycerinextrakt aus Trockenhefe mit 
Aceton, Trocknen der Fiillung mit Ather, erhilt man etwa 300 mg eines 
Trockenpr iiparates, das im Phosphorylierungsansatz unwirksam ist, hingegen 
die Phosphatasen und die Phosphorylase des urspriinglichen Extraktes zu 
einem groben Teil noch enthiilt. 





-? 


Tt 

















gs - 


wird 
nen 
1 so 
den. 
tritt 
‘ung 











Uber die Phosphorylierung von Hexose durch Hefeausziige. 173 


Beispiel. Phosphorylierungsansatz wie im Versuch 5. P-Gehalt des 
ganzen Ansatzes zur Zeit 0 = 2,927 mg P. Versuchsdauer 2 Stunden. 





1eem Apo- | 9,5 cem Glyce- | 50 mg Trocken- 
any ; ; rinextrakt priparat 
a ee ee ~ ~— + 1cem Apo- | + 1ceem Apo- 
losung dehydraselésg. | dehydraselésg. 
mg P-Schwund im ganzen 
ee 6 sk ae 4 ee 0,00 1,745 0,00 











Phosphatatische Wirkung. Angewandt wurde eine Substratmenge, 
entspr. 0,424 mg P, in einem Volumen von 6,5 ccm. Die Bestimmung der 
a-Glycerophosphatspaltung und der Pyrophosphatspaltung wurde bei An- 
wesenheit von Mg-Ionen in optimaler Konzentration, die der A.T.P.- und 
Hexosediphosphatspaltung ohne Zugabe von Mg-Ionen ausgefiihrt?'). 











Phosphatasegehalt Phosphatasegehalt 

des Glycerinextraktes des Trockenpriiparates 

Substrat Enzym- Zeit (9, _—s Enzym- | Zeit |,, Snal- 

menge in | /o%E menge ie | err 

ineem Std. ng | inmg = Std. | tung 
«-Glycerophosphat. . 0,25 1 45) 20 1 32 
Pyrophosphat... . 0,10 | 0,5 56 10 0,5 48 
Oe a oe 0,6 | 4 24 50 4 10 

Hexosediphosphat . . 06 | 4 19 50 4 13,5 


Phosphorylasewirkung. Im Volumen von 5 ccm sind enthalten A.T.P. 
entspr. 0,424mg P, 1 cem 0,1 mol. Glucoselésung, 0,1 cem 0,1 mol. MgSO, 
und die Enzymlésung. py = 7. Y= 30°. Zur Bestimmung wurde 1 ccm 
mit 1eem 2n-HCl 7 Minuten im siedenden Wasserbade im Einschmelz- 
réhrehen erhitzt. Hierauf wird der in 7 Minuten hydrolysierbare Phosphor 
colorimetrisch bestimmt. Angaben bedeuten Schwund des 7 Minuten-Phos- 


phors in Prozenten. 











— etovial 0,1 eem Lésung entspr. 
Cis eee Glycerinextrakt {10 mg Trockenpriip. 
Nach 30 Minuten i ae aio 40 22 
Nach 60 Minuten ........ 62 37 





*1) A.Schiffner u. F. Krumey, Diese Z. 243, 149 (1936). 
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Zur Kenntnis der Gallensduren. 


52. Mitteilung. 
Von 


Martin Schenck. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinir-physiologischen Instituts 
der Universitit Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Juni 1937). 


I. Zur Konstitution der ,,/-Saure“ C,,H,,N,0,, 
und der aus der .,~-Sdaure** durch Wasseranlagerung 
hervorgehenden Verbindung C,,H..N,0,,. 


Vor kurzem ist gez:igt worden, da die von der Keto- 
lactamtricarbonsiure I sich ableitende Verbindung C,,H,,N,0,, 
nicht, wie friiher angenommen, eine Amidsiure, sondern sehr 
wahrscheinlich eine Isonitroketosiiure darstellt. Dabei muB es als 
unentschieden angesehen werden, ob die Isonitroketogruppierung 
als solche oder in Form einer tautomeren Nitroketo- oder Nitroenol- 
gruppe vorliegt}). Die Verbindung C,,H,,N,O,, soll im folgenden 
als Nitroketolactamsiure («-Siiure, Formel IJ) bezeichnet werden, 
sie wiirde sich in ihrer Struktur dem aus Biliansdure (III) unter 
dem EHinfiu8 von Salpetersiure von Raumtemperatur hervor- 
gehenden Kérper C,,H,,NO,, (Nitrobiliansiiure), der in Ring B 
die gleiche Isonitroketo- oder Nitroketo- oder Nitroenolgruppe 
aufweist, an die Seite stellen. 

Von Umwandlungsprodukten der Nitroketolactamsiéure sind 
friiher zwei krystallisierte Stoffe beschrieben worden, von denen 
der eine bei 20 Minuten dauerndem Kochen der @-Siéure mit 
10°/,iger Salzsiure entsteht und iiber eine Kupferverbindung 
isoliert werden kann?) Es kommt diesem Stoff die Formel 
C,,H,,N,O,, zu und er bildet sich offenbar durch Aufspaltung 
des Lactamringes. Der zweite Kérper entsteht, wenn die «-Siure 
mit 90°/,iger Schwefelsiure auf dem Dampfbad erhitzt wird, und 
ist mit der a@-Siure isomer [8-Siure]’). Die f-Saure laBt sich 





1) Diese Z. 246, 261 (1937). 2) Diese Z. 205, 80 (1932). 
8) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 189, 95 (1930); 191, 96 (1930). 
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ebenso wie die @-Siure, wenn auch etwas weniger scharf, vierbasisch 
titrieren, sie verhilt sich auch darin der «-Siure ihnlich, dab 
sie im van Slykeschen Apparat Stickstoff entwickelt und 
nach dem Kochen mit Salzsiure und Alkalisieren der Lésung 
eine Abspaltung von Ammoniak erkennen lift). Dagegen hat 
sich bisher beim Kochen der f#-Siure mit Salzsiiure ein der Ver- 
bindung C,,H,.N,O,, (vgl. oben) entsprechendes Produkt noch 
nicht isolieren lassen”). Worauf die Isomerie der beiden Siuren 
beruht, war noch nicht festgestellt worden, man hatte an Stereo- 
isomerie gedacht. Auch neuerdings ausgefiihrte Versuche haben 
noch keine eindeutige Klarung gebracht, immerhin sind 2 Reak- 
tionen beobachtet worden, die vielleicht einen Einblick in die 
Art der Umlagerung gestatten. Die «-Siure liefert nimlich, in 
alkoholischer Lésung mit einem Tropfen Eisen-3-chloridlésung 
versetzt, eine rotgelbe oder gelbrote Fliissigkeit, aus der sich 
beim Stehen ein hell gefairbter Niederschlag absetzt, die #-Siure 
sibt dagegen unter den gleichen Bedingungen eine intensiv braun- 
rote Farbreaktion bzw. einen braunrés gefirbten Niederschlag. 
Das koénnte so gedeutet’ werden, daB bei der Umwandlung der 
g-Siure in die /-Siure eine Tautomerisierung der Nitro-Ketogruppe 
zur Isonitroketo- oder Nitroenolgruppe sich vollzieht, denn von 
Stoffen mit den beiden letztgenannten Gruppen sollte man dunkel- 
rote Eisenreaktionen erwarten. Gegen eine solche einfache Tauto- 
merisierung spricht aber der Umstand, da es bisher nicht ge- 
lungen ist, die #-Siure in die @-Siure zuriickzuverwandeln. Es 
scheint also bei der Umwandlung der «-Verbindung in die 8-Ver- 
bindung ein tiefergreifender Vorgang sich abzuspielen. Die 
zweite der obengenannten Reaktionen besteht darin, daB die 
6-Saure nach Kochen mit Salzsiure und Alkalisieren der Lisung 
bereits bei gewohnlicher Temperatur Fehlingsche Lésung und 
ammoniakalische Silberlésung reduziert. Diese Reduktionen kénnten 
in verschiedener Weise erklirt werden, am nichsten liegt aber 
die Annahme, da8 bei dem Kochen mit Salzsiure eine Abspaltung 
von Hydroxylamin stattgefunden hat. Es wiirde also bei dem 
Ubergang der «-Siiure in die #-Siiure die Nitroketogruppe in 
eine oximartige Gruppierung umgelagert worden sein. 

Fiir eine derartige Umwandlung ist aus dem Schrifttum ein Beispiel 


bekannt (vielleicht lassen sich auch noch weitere Beispiele auffinden). 
3-Nitro-d-campher geht nach Cazeneuve’) beim Kochen mit konzentrierter 





1) Diese Z. 207, 268 (1932). 2) Diese Z. 205, 79 (1932). 
8) Bull. Soc. Chim. [3] 1, 417 (1889). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVIILI. 13 
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Salzsiure in Camphonitrophenol iiber, das, wie der Name schon sagt, von 
seinem Entdecker als Enolverbindung aufgefaft wurde (—CH(NO,)—CO— 

> —C(NO,)=C(OH)—). Lowry’) hat aber spiiter gezeigt, daB es sich 
bei dem Camphonitrophenol um ein Oxim des Camphersiiureanhydrids 
bzw. um das Oximid der Camphersiure handelt (—C(: NOH)—O—CO— oder 
—CO—N(OH)—CO—), denn beim Erhitzen der Verbindung mit konzentrierter 
Salzsiure im Rohr auf 140° wird Camphersiiure gebildet, und es laBt sich 
in der yon der Camphersiure getrennten Fliissigkeit Hydroxylamin durch 
Fehlingsche Lésung und ammoniakalische Silberlésung nachweisen. 
,,Camphonitrophenol“ reagiert nach Cazeneuve sauer gegen Lackmus und 
gibt mit Eisenchlorid Rotfirbung. 

Nimmt man fir die Umwandlung der «-Siure in die #-Siure 
eine analoge Umlagerung an, so wire die letztere Siure 
durch die Strukturformel IV (oder die entsprechende Oximid- 
formel: —CO—N(OH)—CO—) wiederzugeben. Die Gruppierung: 
—C(:NOH)—O—CO— bzw. —CO—N(OH)—CO— entspricht dann 
dem 4. sauren Aquivalent der vierbasischen #-Siure (wie dieses 
Aguivalent nach friiherem bei der «@-Siure durch die Isonitro- 
ketogruppe oder dergleichen erklart wird). — Auch die e@-Siure 
zeigt nach Kochen mit Salzsiiure usw. Reduktion Fehlingscher 
Lésung und ammoniakalischer Silberlésung, es erfolgt offenbar 
zuniichst eine Umwandlung in die f-Siure, die dann durch die 
heiBe Salzsiure weiter verindert wird. 

Es ist auch versucht worden, die oben erwihnte Nitrobilian- 
siure umzulagern, ein reines Reaktionsprodukt hat sich hier noch 
nicht gewinnen lassen, Das unreine Produkt gibt aber eine violett- 


rote Eisenreaktion im Gegensatz zum Ausgangsmaterial, das ebenso § 


wie die Nitroketolactamsiure II sich mit Eisenchlorid nur gelbrot 
firbt. Auch reduziert das Reaktionsprodukt nach Kochen mit 
Salzsiure usw. Fehlingsche Loésung, ebenso wie eine solche 
Reduktion nach der gleichen Behandlung der Nitrobiliansiure 
festzustellen ist. 

Wie oben erwihnt, entsteht bei 20 Minuten dauerndem Kochen 
der «-Siure mit 10°/,iger Salzsiure die Verbindung C,,H.,N,Q,,. 
die sich also von der a@-Siure nur durch den Mehrgehalt von 
2 Wasserstoffatomen und 1 Sauerstoffatom unterscheidet. Bei der 
Bildung dieser Verbindung ist offenbar lediglich eine Aufspaltung 
des Lactamringes eingetreten, eine Verinderung an der Nitro- 
ketogruppe aber noch nicht erfolgt, denn der Kérper gibt mit 
Hisenchlorid nur eine hellbraune Farbreaktion. (Wegen der Schwer- 
léslichkeit der Verbindung in Alkohol und in Wasser wurde die 


1) J. chem. Soe. Lond. 73, 999 (1898). 
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beim Umkrystallisieren aus Wasser restierende Mutterlauge fiir 
die Priifung verwendet.) Im folgenden soll die Saiure C,,H,,N,0,, 
als ,,.Nitroaminosdure“ bezeichnet werden. In der einmal isolierten 
Nitroaminosiure scheint die Nitroketogruppe, als solche oder nach 
Umlagerung, bestindiger zu sein als in der qa-Siiure, denn erst 
nach 60 Minuten dauerndem Kochen der Nitroaminosiure mit 
20°/,iger Salzsiure usw. lieB sich eine ganz schwache Reduktion 
Fehlingscher Lésung feststellen (vgl. unten). 

a-Siure, /-Siure und Nitroaminosiure lassen, woriiber friiher 
berichtet wurde, nach Kochen mit Salzsiure und Alkalisieren der 
Lésung die Gegenwart von Ammoniak (am Geruch, durch die 
Blauung von Lackmuspapier und die Nebelbildung mit Salzsiure) 
erkennen. Dieses Ammoniak muB durch anderweitige Zersetzung 
entstanden sein. Die 3 genannten Verbindungen entwickeln ferner 
im van Slykeschen Versuch Stickstoff. Ammoniakbildung und 
Stickstoff hatten ja AnlaB gegeben, in den 3 Korpern eine Siure- 
amidgruppe anzunehmen. Nach gemeinsam mit J. Reschke 
ausgefiihrten Untersuchungen sind aber die Ergebnisse der 
van Slykeschen Methode bei Gallensiurederivaten fiir Konstitu- 
tionsfragen nur mit groBer Vorsicht oder iiberhaupt nicht zu 
verwerten'). Es sind jetzt noch verschiedene (Gallensiure- 
abkémmlinge, deren Untersuchung ein gewisses Interesse bot, im 
van Slykeschen Versuch gepriift worden (vgl. unter II.). Bei diesen 
Priifungen hat mich wieder Herr Dr. Johannes Reschke in 
sehr dankenswerter Weise unterstiitzt. 


II. Einige Stickstoffbestimmungen nach van Slyke. 


Die Nitroketolactamsiure II hatte im van Slykeschen 
Apparat bei 3stiindiger Versuchsdauer eine Stickstoffmenge von 
92°/, d. Th. (iiber die Berechnung vgl. unten) ergeben?). Die 
der Verbindung II offenbar analog konstituierte, oben erwihnte 
Nitrobiliansaure lieferte weniger Stickstoff, namlich bei 8stiindiger 
Versuchsdauer 55°/, d. Th.*). Es erschien nicht ausgeschlossen, 
daB auch die Muttersubstanzen der beiden Nitrokérper, also 
die Ketolactamsiure I und die (stickstofffreie) Biliansiure III im 
van Slykeschen Versuch sich positiv verhielten. Das ist aber nicht 
der Fall. Biliansiure lieferte bei 6stiindiger Versuchsdauer kein 
Gas, die Ketolactamsiiure in der gleichen Zeit nur eine minimale 


1) Diese Z. 216, 81 (1933); 220, 63 (1933). 
*) Diese Z. 189, 94 (1930); 211, 95 (1932). 
5) Diese Z. 242, 86 (1936). 











Mp 


178 Martin Schenck, 


Menge. Es sind ferner die den Verbindungen I und LI ent- 
sprechenden Oxime, also Biliansiure-oximlactam und Biliansiure- 
dioxim (beide von der Formel C,,H.,N,O,) gepriift worden, da 
iiber das Verhalten von Oximen im van Slykeschen Versuch 
anscheinend noch keine Beobachtungen vorlagen. Beide Oxime 
reagierten lebhaft, besonders Biliansiure-oximlactam, und lieferten 
eine groBe Gasmenge. Ob das Gas aus reinem Stickstoff bestand, 
muB dahingestellt bleiben, da es nicht untersucht wurde. Das- 
selbe gilt iibrigens fiir alle von uns ausgefiihrten van Slyke- 
Bestimmungen, auch die friiheren, mit Ausnahme eines Falles, in 
dem das Gas analysiert wurde und sich als so gut wie reiner 
Stickstoff erwies!). Bei den Oximen insbesondere kénnte man 
an eine Beimischung von Stickoxydul denken, wir halten es aber 
nicht fiir sehr wahrscheinlich, daB eine solche Beimischung in 
wesentlichem Umfange bestand. 

Noch ein 5. Koérper ist untersucht worden, und zwar eine 
Verbindung, die neben einer Aminogruppe eine Oximgruppe be- 
sitzt, die Oximinoaminosaiure V. Von dieser Siéure leiten sich 
verschiedene Stoffe ab, die friiher beschrieben wurden. Durch 
Erhitzen mit 90°/,iger Schwefelsiiure wird die Verbindung V 
umgelagert. Als Hauptprodukt entsteht dabei eine Substanz, die 
mit A bezeichnet worden ist und in der héchstwahrscheinlich 
eine Lactamaminosiiure vorliegt, wenn sich der angenommene 
Lactamring bisher auch noch nicht hat aufspalten lassen, beim 
Kochen mit Salzsiure der Kérper A vielmehr lediglich eine Iso- 
merisation erleidet. Neben dem Hauptprodukt A lieB sich bei 
dem Umlagerungsversuch noch ein zweiter Kérper (B) isolieren, 
der aber nur in der sehr kleinen Ausbeute von etwa 1°/, der 
eingesetzten Oximinoaminosiiure erhalten wurde. Diese Ver- 
bindung B lieferte im van Slykeschen Versuch eine besonders 
groBe Stickstoffmenge und wurde deshalb zuniichst als eine Di- 
aminosiiure aufgefaBt. Als dann spiter erkannt worden war, dab 
die van Slykesche Methode bei Gallensiureabkémmlingen in 
manchen Fallen viel zu hohe Werte gibt, wurde fiir das Produkt B 
auch die Formel einer Lactamaminosiiure (isomer mit A) in Er- 
wiigung gezogen’), Wie jetzt festgestellt wurde, liefert auch die 
Oximinoaminosiure V in der van Slykeschen Apparatur sehr 
hohe Stickstoffwerte, die ihrer GriéSenordnung nach etwa den 
mit dem Produkt B erhaltenen Zahlen entsprechen. Da auch 


1) Diese Z. 216, 82 (1933). *) Diese Z. 216, 83, 84 (1933). 
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der Zersetzungspunkt des Kérpers B (226°) der gleiche ist wie 
der der Saure V (228°) und beide Verbindungen in ganz ahnlicher 
Form (Nadeln) krystallisieren, liegt die Vermutung nahe, daB das 
Produkt B nichts anderes ist als unverindert gebliebene Oximino- 
aminosaure, eine Vermutung, die bei Gelegenheit nachgepriift 
werden soll, wenn von dem schwer zuginglichen Stoff B wieder 
eine geniigende Menge zur Verfiigung steht. 


II. Zur Konstitution des ,,Oxydationsproduktes* C,,H,,N,0,. 


Noch eine andere Verbindung war aus der Oximinoamino- 
siure V hergestellt worden, nimlich ein ,,Oxydationsprodukt“, und 
zwar mit Hilfe alkalischer Permanganatlésung. Diesem Produkt 
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kommt die gleiche empirische Zusammensetzung, wie sie die 
Siure V besitzt, oder — wahrscheinlicher — eine um 2 Wasser- 
stoffatome armere Formel (C,,H,,N,O,) zu. Bei seiner Bildung 
erleidet die Oximgruppe eine Veriinderung, denn sie laBt sich, 
wie bereits friiher festgestellt wurde, nach kurzdauerndem Kochen 
mit Salzsiure usw. mit Fehlingscher Lésung nicht mehr nach- 
weisen. Die Verinderung am Molekiil hitte unter Umstinden 
auch darin bestehen kinnen, daB die Oximgruppe schwer abspaltbar 
wurde. Es ist deshalb das ,,Oxydationsprodukt“ 6 Stunden lang 
mit Salzsiure gekocht worden, aber auch jetzt trat nach dem 
Alkalisieren weder mit Fehlingscher Lisung, noch mit ammoniaka- 
lischer Silberlésung eine Reduktion ein. DaB beim 6stiindigen 
Kochen des Produktes mit Salzsiiure Ammoniak gebildet wird, 
ist friiher gezeigt worden. Es scheint deshalb in dem Ko6rper, 
wie friiher angenommen, eine Amidsiiure oder Nitrilsiiure vor- 
zuliegen'), Eine mégliche Strukturformel fiir eine Amidsiure 
C,,H,,N,O, ist in der 38. Mitteilung aufgestellt worden”), mehr 
Wabhrscheinlichkeit hat aber das Struktursymbol VI, das einer 
Ketonitrilsiure C,,H,,N,O, entspricht, wenn auch mit dem 
Oxydationsprodukt angestellte Oximierungsversuche bisher ohne 
Erfolg waren. 


Beschreibung der Versuche. 


Nach der friiher geiibten Herstellungsweise war Biliansiure -dioxim 
durch Oximieren von Biliansiure in wiibrig-alkalischer Lésung und Aus- 
fallen des Reaktionsproduktes durch Essigsiiure bereitet worden. Die Methode 
hat den Nachteil, daB sich das Dioxim in Form einer kleisterartigen Masse 
ausscheidet, die sich sehr schwer absaugen und auswaschen li8t. Es wurde 
deshalb das Verfahren wie folgt abgeiindert. 5 g Robbiliansiiure [wie man 
sie nach der Lassar-Cohnschen Methode (aus Cholsiure) nach Abtrennung 
der Isobiliansiiure durch Fillen der barytalkalischen Lésung mit Salzsiiure 
erhilt] wurden in 50 ccm 10°/,iger Natronlauge gelést und die Lésung mit 
10 g Hydroxylaminhydrochlorid, gelést in 35 cem Wasser, und 180 ccm 
96°/,igen Alkohols zusammengebracht. Die klare Fliissigkeit erhitzte man 
1/, Stunde auf dem Dampfbad, wobei nach etwa 15 Minuten die Ausscheidung 
des Dioxims beginnt, und lieB das Gemisch noch 24 Stunden stehen. Dann 
wurde die schneeweife krystallinische Masse abgesaugt, mit 70°/,igem 
Alkohol gewaschen und getrocknet. Ausbeute: mindestens 80°/, der ein- 
gesetzten Biliansiiure. Auf diese Weise bereitetes Dioxim wurde fiir den 
van Slykeschen Versuch benutzt und diente auch als Ausgangsmaterial 
fiir die anderen, nach der van Slykeschen Methode gepriiften Substanzen: 
Biliansiiure (Erhitzen des Dioxims mit Salzsiiure auf dem Dampfbad, Um- 
krystallisieren der ausgeschiedenen Masse aus 20°, iger Essigsiiure + Wasser), 


1) Diese Z. 216, 83 (1933). *) Diese Z. 216, 86 (1933). 
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Biliansiiure-oximlactam, Ketolactamsiure I und Oximinoaminosiiure V+). Auch 
die Bereitung der fiir die anderen Versuche benutzten Substanzen erfolgte 
nach friiher gegebenen Vorschriften ’). 


Zu I. Uber die Eisenreaktion der a-Siiure, der $-Siiure und der Nitro- 
aminosiure ist oben schon berichtet worden. — Das Erhitzen der 3 Ver- 
bindungen mit Salzsiiure erfolgte in der Weise, dab jedesmal 50 mg Sub- 
stanz mit 2,5 cem 10- oder 20°/,iger Salzsiiure 20, 40 oder 60 Minuten lang 
am RiickfluBkiihler gekocht wurden. Nach dem Erkalten wurden die mehr 
oder weniger gelb oder braun gefiirbten Lésungen (unter Umstinden nach 
vorhergehendem Kliren durch Filtrieren) mit Natronlauge alkalisch gemacht 
und mit Fehlingscher Lésung bei gewohnlicher Temperatur gepriift. 

20°/,ige Salzsiiure, 60 Minuten: «-Siure positiv, $-Siiure positiv, Nitro- 
aminosiure ganz schwach positiv. 

10°/,ige Salzsiiure, 20 Minuten: «-Siiure negativ, §-Siiure ganz schwach 
positiv. 

10°/,ige Salzsiiure, 40 Minuten: «-Siiure schwach positiv, §-Siure deut- 
lich positiv. 

10°/,ige Salzsiiure, 60 Minuten: «-Siure schwach positiv, 6-Siiure deut- 
lich positiv, Nitroaminosiiure negativ. 

Die 6-Siiure reagiert also am leichtesten, auch waren hier die salz- 
sauren Loésungen nach dem Kochen vergleichsweise am wenigsten gefirbt. 
Je eine Probe der a-Siiure und der #-Siiure wurden auch mit ammoniaka- 
lischer Silberlésung gepriift (nach 60 Minuten langem Kochen mit 10°/,iger 
Salzsiure). Auf Zusatz der Silberlésung zur alkalischen Fliissigkeit trat im 
ersten Augenblick eine weife, im wesentlichen aus Chlorsilber bestehende 
Fillung auf, die sich aber schon nach wenigen Sekunden schwiirzte. 


Zu II. Fiir die van Slykeschen Bestimmungen wurde wie friiher 
der Apparat benutzt, den van Slyke im Abderhaldenschen Handbuch 
der Biochemischen Arbeitsmethoden*) beschrieben hat. Die Substanzen 
wurden bei 120° getrocknet und in je 10 ccm Eisessig gelést bzw. auf- 
geschwemmt. Die Dauer der Versuche betrug bei den ersten 4 Verbindungen 
6 Stunden, bei der Oximinoaminosiure 3'/, Stunden. Die Zahlen beziehen 
sich auf feuchten Stickstoff, der blinde Wert ist bereits abgezogen. Die 
prozentische Berechnung ist so zu verstehen, da’ — des Vergleichs halber — 
bei allen Stoffen 1 Mol N, pro Mol der angewandten Substanz mit 100°/, 
angesetzt wurde. 

Biliansiure. 0,1158 g Subst.: 0,06 cem N (27,5°, 760,6 mm). Gef. 0,9°/,. 

Ketolactamsiure I. 0,1154 g Subst.: 0,2 cem N (24°, 759,1 mm). 
Gef. 3,2). 

Biliansiiure-dioxim. 0,1222 g Subst.: 6,61 ccm N (22,5°, 758,0 mm). 
Gef. 103,9 °/,. 

Biliansiure -oximlactam. 0,1184 g Subst.: 5,59 cem N (24,5°, 
759,0 mm). Gef. 90°/,. 


1) Diese Z. 89, 365 (1914); 196, 280 (1931); 200, 46 (1931). 


2) Diese Z. 237, 111 (1935); 191, 96 (1930); 205, 80 (1932); 196, 281 (1931). 


3) VI. Bd., S. 278 (1912). 
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Oximinoaminosiure V. Mit dieser Siure wurden 3 Versuche aus- 
gefiihrt, die voneinander stark abweichende, aber immer weit tiber 200°/, 
liegende Werte ergaben. Die hier angefiihrte Bestimmung lieferte einen 
mittleren Wert. 0,1082 g Subst.: 14,53 cem N (25,5°, 758,0 mm). Gef. 263,7°/,. 

Die 100°/, tibersteigende Gasmenge ist bei der Oximinoaminosdure V 
zum Teil auf die Oximinogruppe zu beziehen, zum Teil aber auch darauf, 
daB nach Ersatz der Aminogruppe durch Hydroxyl die Alkoholgruppe sal- 
petrige Siiure reduziert, denn auch die von Desoxybiliansiure sich ableitende 
Aminotetracarbonsiure, die sich von der Siiure V nur dadurch unterscheidet, 
daB sie an Stelle der Ketoximgruppe eine Methylengruppe trigt, liefert im 
van Slykeschen Apparat bei lingerer Versuchsdauer iiber 100°/, liegende 
Gaswerte ’). 


Zu III. 0,05 g des Oxydationsproduktes wurden mit 2,5 ccm 20°/,iger 
Salzsiure 6 Stunden lang am RiickfluBkiihler gekocht. Die Lésung fiarbte 
sich dabei nur wenig braun bzw. es traten in ihr feinste braungefirbte 
Partikelchen auf, von denen nach dem Erkalten abfiltriert wurde. Das 
gelbe Filtrat machte man mit Natronlauge alkalisch und priifte die Losung 
mit Fehlingschem Reagens und mit ammoniakalischer Silberlésung. Im 
ersteren Falle blieb die Lésung vollstindig klar und zeigte keine Spur einer 
Reduktion, im letzteren trat eine farblose, in der Hauptsache aus Chlorsilber 
bestehende Fallung auf, die lange Zeit weif blieb und erst ganz allmihlich 
beim Stehen am Licht sich schwirzte. 


1) Diese Z. 220, 63 (1933). 
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Uber den Finfiu8 
der Wasserstoffionen- und der Milchsaiurekonzentration 
auf das Wachstum des Bacillus putrificus”). 
Von 
H. Hostettler und E. Zollikofer. 


Mit 8 Figuren im Text. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Juli 1937.) 


I. Einleitung. 


In ihren Untersuchungen iiber die anaeroben Sporenbildner 
des Emmentalerkiises machten R. Burri und J. Kirsteiner’) 
die Beobachtung, daB bei Zusatz von steigenden Mengen Milch- 
siure zu fliissigen, mit Putrificussporen beimpften Nahrbéden 
wie Milch, Dextrosebouillon und Peptonschotte von einem be- 
stimmten Milchsiurezusatz an das Wachstum ausblieb. Bei Milch 
war das Wachstum verhindert bei einem Zusatz, der den Siure- 
grad der Nahrfliissigkeit um 3, bei Dextrosebouillon um 4 und 
bei Peptonschotte wieder um 3 S.H.-Grade pro 100 ccm Niahr- 
flissigkeit erhéhte. 

Von der Uberlegung ausgehend, daB diese Erhéhung des 
potentiellen Siuregrades, bei Beriicksichtigung der hohen Puffer- 
kapazitit, die speziell der Milch und der Peptonschotte innewohnt, 
nur eine geringe Erhéhung des aktuellen Siuregrades oder der 
Wasserstoffionenkonzentration bewirken miisse, deutete der eine 
von uns [H. Hostettler?)] die von Burri und Kirsteiner fest- 
gestellte Sdureempfindlichkeit des Bac. putrificus weniger als eine 
Wirkung der Wasserstoffionen der zugesetzten Milchsaure, als viel- 
mehr der undissoziierten Milchséuremolekiile CH,-CHOH-COOH. 
Nach der Dissoziationskonstante 1,38-10—4 ist in einer wiBrigen 
Milchséurelésung endlicher Konzentration der gréBte Teil der 


*) Nach unverdéffentlichten Untersuchungen von E. Zollikofer handelt 
es sich hier um den Bacillus putrificus verrucosus Zeissler. 

Die vorliegende Arbeit wurde gemeinsam in der chemischen Abteilung 
der milchwirtschaftlichen und bakteriologischen Anstalt Liebefeld (Abteilungs- 
vorstand Dr. G. Koestler) und im milchtechnischen Institut der E. T. H. 
Ziirich (Direktor: Prof. Dr. M. Diiggeli) ausgefiihrt. 
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Milchsiuremolekiile in undissoziierter Form vorhanden. So sind 
in einer 0,01 molaren Milchsiéurelésung, die gerade einem potenti- 
ellen Siuregrad von 4 8.H.-Graden entspricht, 88,3°/, der Gesamt- 
molekiile in undissoziierter Form vorhanden. 


Im Schrifttum finden sich verschiedene Angaben, die iiber die bakteri- 
zide Wirkung der Milchsiiure auf Mikroorganismen berichten. So stellten 
W. van Dam’) und O. Svanberg’‘) fest, dab bei Zusatz von Natriumlactat 
zu einer Nihrlésung das Wachstum der Milchsiurebakterien bei merklich 
héherem py aufhért, als normalerweise ohne Lactatzusatz. 

Die Grenze, bis zu welcher die Milchsiiurebakterien die Wasser 
stoffionen zu ertragen vermégen, betriigt fiir Strept. lactis wie auch fiir 
Thermobact. helveticum nach Svanberg 3,162-107~*—8,981-10~* (py = 3,5 
bis 3,4) und nach van Dam 2,0-10~* (pg = 3,7), wenn die Kultur mit 
Salzsiiure, Schwefelsiiure oder Phosphorsiiure angesiiuert wird. Wird die 
Kultur mit Natriumlactat versetzt, so ergibt sich fiir Strept. lactis bei einer 
Konzentration von 0,01 n und fiir Thermobact. helveticum (Bact. casei ¢ von 
Freudenreich) bei einer solchen von 0,1 n, bezogen auf die undissoziierte 
Milchsiiure, die Grenze der Entwicklungsméglichkeit dieser Organismen. 
Die Wachstumsgrenze betrigt nach Svanberg fiir Strept. lactis 


Pu 

bei Salgsiure ....... . 3,4 
, Schwefelsiiure ..... . 3,4 

, Phosphorsiiure. . . . . . 3,5 
»» mepemeRure . ww wk tw hel 
, Essigsiure . 5,1. 


Die von van Dam gegebene Erklirung, da die undissoziierten Mole 
kiile der Milchsiure die festgestellte Hemmung bewirken, steht in voll- 
kommener Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von H. von Euler 
und O. Svanberg ) iiber die Giftwirkung der Salicylsiiure auf Hefen. Die 
Autoren wiesen nach, dab die Wirkung von Giften auf die Hefegirung 
in alkalischer und in saurer Lésung besonders dann eine andere ist, wenn 
sich Unterschiede zwischen der Wirkung der lonen und der undissoziierten 
Molekiile geltend machen. Dieser Unterschied macht sich bei Giftstoffen 
mit saurem Charakter in ausgeprigter Weise bemerkbar. Salicylat hat bei 
schwach alkalischer Reaktion (pj, 8) keinen hemmenden Einflu8, wihrend 
bei saurer Reaktion (py 5) die Girtiitigkeit der Hefen stark gehemmt ist. 

Ahnliche spezifische Wirkungen der Milchsiiure sind festgestellt von 
W. van Dam’) (a.a.O.) und Wyeth®) bei Bacterium coli commune, von 
Wolf und Haries’), Wolf und Telfer’) bei Bac. perfringens und Bac. 
sporogenes. Becker’) weist nach, daB ein 5°/, iger Zusatz von Milchsiiure 
zu einer Spreptokokkenbouillon-Kultur die Entwicklung der Organismen 
zu beeintriichtigen vermag, allerdings aber erst bei lingerer Einwirkung 
(iiber 45 Stunden) abtétend wirkt. Ein iquivalenter Zusatz von Essigsiiure 
hat eine geringere Wirkung. D. Bach") stellte in seinen Untersuchungen 
iiber die Desinfektionswirkungen organischer Siiuren auf Bakterien fest, 
daB auBer der Wasserstoffionenkonzentration noch eine spezifische Wirkung 
des Milchsiuremolekiils fiir die Bakterizidie mabgebend ist. Zu gleichen 
Ergebnissen kommt A. Fust'') auf Grund seiner Untersuchungen iiber 
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die Desinfektionswirkung schwacher Siiuren. Die Priifung von Milchsiure- 
puffergemischen mehr oder weniger saurer Reaktion an verschiedenen 
Lebewesen ergab, dafi an der abtétenden Wirkung sowohl die Wasser- 
stoffionen als auch die Milchsiiuremolekiile beteiligt sind. Auch J. D. Reid '*) 
stellte fest, dai Milchsiure und Glykolsiiure eine stiirkere Desinfektions- 
wirkung besitzen als die entsprechenden nicht hydroxylierten Siuren. 
Nach seinen Untersuchungen geht auch die wachstumshemmende Wirkung 
in Bouillon- und Peptonkulturen der bakterientétenden Wirkung der 
einzelner Siiuren nicht parallel. 

J. M. Kolthoff'*’) weist ebenfalls darauf hin, dai nicht nur die 
H-Ionen, sondern auch die undissoziierten, beim Wachstum sich bildenden 
Sdiuren fiir die Wachstumshemmung von Bedeutung sind. Um den Einflub 
der ungespaltenen Siuren kennenzulernen, ist es nétig, sowohl analytische 
wie synthetische Untersuchungen auszufiihren. Der genannte Forscber 
betont, dab der Bestimmung des Titriersiiuregrades ebenso groBe Bedeutung 
zukomme wie der Wasserstoffionenkonzentration. Vom Gedanken geleitet, 
in der Siiureempfindlichkeit der einzelnen Arten eventuell eine weitere 
Moglichkeit der Differenzierung der pathogenen Anaerobier zu finden, 
untersuchte S. Ducret') den Einflu8{ der Wasserstoffionenkonzentration 
auf das Wachstum des Bac. phlegmonis emphysematosae Frinkel, Bac. 
putrifieus, Bac. botulinus, des Bac. oedematis maligni und des Bac. tetani. 
Fiir seine Versuche verwendete Ducret vorwiegend Leber-Leberbouillon, 
die er mit Milchsiiure auf ein bestimmtes py einstellte und nachtriglich 
pufferte. Er benutzte dazu den Phosphatpuffer nach Sdrensen. Die auf 
diese Weise verdiinnte und gepufferte Nihrlésung soll weder dem Frinkel 
schen Gasbrandbacillus noch den Bae. putrificus, den Bac. botulinus noch 
den Bac. des malignen Oedems in ihrer Wachstumsfreudigkeit beeinflussen. 
Ducret stellte sodann fiir die verschiedenen Anaerobier die Grenzwerte 
fest, zwischen deren py-bereich ein Wachstum médglich ist. 


PH 
Bacillus Frinkel ........ . 5,8—8,6 
des malignen Oedems . . . . 5,8—8,6 
putrificus ........ . 3S8—8,d 
¥ botulinus ........ . 5,8—8,5 
0 re 


29 
Eine erste Nachpriifung des von Ducret fiir den Bac. putrificus 
ermittelten Wertes mit aus Putrificusfaulstellen aus Emmentalerkise iso- 
lierten Kulturen 3, 4, 6, 15 und 22 in mit Phosphatputier gepufferter, mit 
n-Milchsiurelésung auf px 7,36—5,03 abgestuft angesiiuerte Traubenzucker- 
bouillon, ergab noch Wachstum bis py 5,77. Bebriitet wurde 2 Monate bei 
37° und unter anaeroben VerschluB. 
Die von Ducret ermittelte Wachstumsgrenze fiir Bac. putrificus 


wurde auch in diesem Versuch erreicht. 

Fiir unsere weiteren Untersuchungen handelte es sich nun 
darum, die Abhingigkeit des Wachstums des Bac. putrificus verru- 
cosus Zeissler von der Wasserstoffionenkonzentration 1. bei Ab- 
wesenheit von Milchsaiure, 2. bei Anwesenheit bestimmter Milch- 
siuremengen zu ermitteln. 
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II. Ergebnisse. 


1. p,-Wachstumsgrenze des 
Bac. putrificus verrucosus Zeissler 
bei Abwesenheit von Milchsadure. 


Um eine gute Abstufung der Aziditét im Bereich py 5—6 zu er- 
reichen, verwendeten wir den Citrat- Phosphatpuffer nach Ilvaine, der 
iiber einen py-Bereich von 2,2 bis 8,0 verfiigt, wihrend der Bereich des 
Phosphatpuffers lediglich von py 5,29 bis 8,04 geht. Vergleichsweise wurde 
an Stelle des Citratpuffers auch ein Essigsiure—Natriumacetatpuffer ver- 
wendet, der fiir unsere Zwecke ebenfalls iiber einen giinstigen py-Bereich 
verfiigt. Nihrsubstrat und Pufferlésung wurden stets im Verhiiltnis 3:2 
gemischt. Die Kulturen wurden anaerob verschlossen und 2'/, Monate bei 
37° C bebriitet. 


Da an anderer Stelle eingehend iiber diese Kulturversuche 
berichtet werden soll, sei hier nur zusammenfassend deren Er- 
gebnis angefiihrt. 











Tabelle I. 
Niederster pq- Wert des Niéhr- 
substrates bei dem nach 
2'/, Monaten Bebriiten bei 37 ° 
a Pufferlésung noch Wachstum der Kulturen 


moéglich war*) 
a Stimme . 
8 | 15 | A |B.v.Z. 
— l — = eames ———a — nee 

Traubenzuckerbouillon | Citratphosphatpuffer | 4,76 | 4,76 | 4,76 4,76 




















Essigsiure-Natrium- 
desgl. acetatpuffer 4,81 | 4,81 | 4,81 | 4,81 
Peptonschotte . . . . | Citratphosphatpuffer| 5,13 | 4,92 | 5,30 5,18 
Leber-Leberbouillon . desgl. 5,17 | 5,17 | 5,84 , 5,84 


*)} Die py-Werte wurden elektrometrisch nach der Kompensationsmethode 
von Poggendorf-Du Bois-Reymond ermittelt. 


Die untere p,-Wachstumsgrenze laBt sich, wie dies bei 
Bakterienkulturen meist der Fall ist, nicht scharf angeben. Die 
von den Organismen tolerierte héchste Wasserstoffionenkonzentration 
ist nach obenstehender Zusammenstellung nicht in jedem Nahr- 
medium gleich grob. Anaerob verschlossene Dextrosebouillon bietet 
von den drei verwendeten Nahrbéden den Organismen offenbar 
die beste Entwicklungsméglichkeit. Die einzelnen Bakterienstamme 
zeigen eine von Niahrlisung zu Nahrlésung wechselnde Empfind- 
lichkeit gegen die Wasserstoffionen. 





Sé 
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2. Die Wachstumsgrenze des Bac. putrificus verrucusos 
Zeissler bei Anwesenheit von Milchsiure. 


Um die Frage zu kliren, ob die undissoziierte Milchsiure 
eine spezifische Hemmung auf den Bac. putrificus verrucosus aus- 
iibe, versetzten wir Nahrlésungen abgestufter Aziditiit mit unter- 
schiedlichen Lactatmengen. Zur Anwendung gelangte Natriumlactat. 

Dem zugesetzten Natriumlactat entsprachen folgende Milch- 
sauremengen: 

Tabelle LU. 








Lésun Milchsiure pro ‘ me 
Nr. ' 100 cem Nihrlésung Normalitit 
I Ohne Zusatz 
I] 0,2385 g 0,0265 n 
II 0,477 0,053 
IV 0,715 0,0795 
V 0,954 0,106 
Vi 1,431 0,159 
VII 1,908 0,212 
Vill 2,146 0,2384 








Mit diesen steigenden Milchsiurezusitzen wurden nun 
8 Versuchsreihen mit einem mit Citrat-Phosphatpuffer abgestuftem 
p, von 4,58—6,0 angelegt. Als Nihrlésung wurde bei allen Ver- 
suchen Zuckerbouillon verwendet. Beimpft wurde mit den Rein- 
kulturen Z, A, 21, 12 und 3, die Proben anaerob verschlossen, 
21/, Monate bei 37° bebriitet und beobachtet, bis zu welchem 
p,, herab Wachstum eintrat. Die Kulturen wurden nach 2, 4, 
10, 30 und 60 Tagen kontrolliert. Nach dieser Zeit war bei 
spiiterer Kontrolle keine Verinderung mehr festzustellen. Das 
Ergebnis dieser Versuche ist in Fig. 1, 2, 3, 4 und 5 dargestellt. 
Die mit rémischen Ziffern belegten Linien stellen die Wachstums- 
kurven bei den in Tab. II aufgefiihrten Milchsiurezusitzen dar. 

Die Wachstumskurven verlaufen nicht immer genau gleich- 
sinnig und tiberschneiden sich manchmal. Dies mag auch etwas 
davon herriihren, daB die einzelnen p,,-Stufen bei den verschiedenen 
Lactatzusitzen nicht immer gleich waren. Es ist jedoch deutlich 
zu ersehen, da bei Anwesenheit von Milchsiure Wachs- 
tum nur bei wesentlich héherem p,, méglich ist als bei 
der Reihe ohne Zusatz (Reihe I). Der Ubersicht halber sind 
die nach 60 Tagen andauerndem Bebriiten ermittelten tiefsten 
p,-Werte, bei denen noch Wachstum auftrat, tabellarisch zusam- 
mengefaBt. Zum Vergleich wurde auch die den p,,-Werten ent- 
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Tage 
Fig. 2. Stamm A. 
Nahrlésung: 3 Tle. Zuckerbouillon + 2 Tle. 
Citrat-Phosphatpuffer. 


4 V 


r : "Tage 
Fig. 1. Stamm Z. (Originalkultur Bac. putr. 
verr. Zeissler.) N&hrlésung: 3 Tle. Zucker- 
bouillon + 2 Tle. Citrat-Phosphatpuffer. 
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Fig. 3. Stamm Nr. 21. 
Nahrlésung: 3 Tle. Zuckerbouillon + 2 Tle. Citrat-Phosphatpuffer. 
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Fig. 4. Stamm Nr. 12. Fig. 5. Stamm Nr. 3. 


Nihrlosung: 3 Tle. Zuckerbouillon + 2 Tle. 


N&ahrlésung: 3 Tle. Zuckerbouillon + 2 Tle. 
Citrat-Phosphatpuffer. 


Citrat-Phosphatpuffer. 


sprechende Wasserstoffionenkonzentration h daneben gesetzt. Aus 
der Wasserstoffionenkonzentration und der Dissoziationskonstante 
der Milchsiiture und der Konzentration an Gesamtlactat wurde 
die Konzentration an undissoziierter Milchsiure wie folgt be- 
rechnet: 


Nach dem heutigen Stand der Kenntnisse iiber den Zustand der 
Elektrolyte in wiBriger Lésung sind wir berechtigt anzunehmen, dab das 
der Nihrlésung zugesetzte Natriumlactat vollstindig dissoziiert ist in Natrium- 
ionen und Lactationen. Zwischen dem Milchsiureanion und den vorhandenen 
Wasserstoffionen ergibt sich folgende Wechselbeziehung: 


CH,:CHOH-C00’+ H’ ~—* CH,-CHOH-COOH 
[A’] [H’] [HA] 

Uber die Lage des Gleichgewichts gibt das Massenwirkungsgesetz 
AufschluB, das anzuwenden im vorliegenden Fall zulissig ist. Die Kon- 
zentration der mit der Pufferlésung zugesetzten Citronensiure und Phosphor- 
siure ist zusammen etwa 0,06 molar. Der Aktivititsfaktor dieser Saiuren 
vermag sich nicht derart auszuwirken, daB das Massenwirkungsgesetz seine 
Giiltigkeit einbiiBen miiBte. 

Bezeichnen wir die Gesamtkonzentration an Lactation als C, so ist 


(1) C=[A’)+[HA] und 
(2) [A’] = C — [HA]. 
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Tabelle IIL 
EinfluB8 steigender Mengen als Natriumlactat zugesetzter Michsiiure auf das Wachs en | 
Stamm are Z he A — 
1 | 2 3 1 2 3 
> ne —= ee — 1 
~ ee _ inelaia 
© s ae a 
= e = = 
D ~s ~ 
: i 2ae 5 2 
= |23¢ = = 
s B25 PH h O Pr h =) 
mn = Wo a PH 
ris” 5 5 
o ‘n ‘7? 
<i ee i 
=, , 
I 0 5,065 | 8,61+10-° 0 5,065 | 8,61-10-° 0 aa 
Il | 0,0265 4,895 | 1,30-10-° | 2,29-10-° | 5,07 8,51-10-% | 1,51-10- |] 7, 
III | 0,053 5,12 | 7,59-10-° | 2,76.10-3 | 5,12 | 7,59-10-® | 2,76-10- 5°09 | 
IV | 0,0795 | 5,15 | 7,08-10% | 3,88-10-* | 5,15 | 7,08-10-% | 3,88-10-? |] oe | 
V | 0,106 515 | 7,08-10-8 | 5,17-10-% | 5,385 4,12-10-? | 3,07-10-' 5/395 
VE | 0,159 | 5,89 | 4,07-10-?  4,56-107 | 5,57 | -2,69-10-% | 3,04-107° |} orn) 
VII | 0,212 5,68 | 2,09-10-° | 3,16-10-? | 5,585  2.57-10-° | 3,89-10-° SOT | 
VIII | 0,2884 | 5,60 | 2,51-10-% | 4,17-10-% | 5,685 2,07-10- | 8,52+10-° |] oe 
Vs | 
| | 4,19+10- | 3,48-10-" 
Tabelle IV 
Der Einflu8 der Bruttemperatur auf das Wachstum von Bac. putr. verr. bei Anwesenheit orn 
a 5 
Stamm Z —— 
= 25° 57 ° 25 
a 1 2 | 8 1 2 3 1 rs 
© ep rm = 3 
Ss i ee = = foe 
2 |g = = 5 
of aS — ~ Oo 
= e > 5 : 
213 es es 2 
é | = = Pu h © | Px h S Pu h mR 
> |g S| Y = 
. | “A | 4 = 
& - = ee) x 
5 Oo Oo > 
I, 0 44,97 — | | 4,97 1,07-10-° 0 4,985 1,04-:107° | 9 
II | 0,0870] 5,14 7,24+10-*| 1,85-10-| 4,95 1,12-10-° | 2,78-10-8 | 5,14 | 7,24-10~ |i 65 49- 
III 0,0635 | 5,10 194. 10-8) 3.46: 10-3) 4,99 1,02-10-° 4,38-107° | 5,10 7,94: 107 3.466107 
IV 0,09 | 5,08 | 8,32-10-*| 5,11-10-*| 5,09 8,13-10-* | 6,16-10- | 5,215 | 6,10+10~ J'7 "39 
V_ |0,1139 | 5,22 | 6,03- 10-°| 4.76. 107-3 | 5,095 8,04-10-° 6,27-107% 5,225 | 15,96; 107” 4.71-10- 
VI | 0,1695] 5,46 | 3,47+10-* | 4.25-10-3| 5,25 5,62-10-®  6,64- 10-2 | 5,895 | 4,03-10- 81.10" 
VII | 0,225 | 5,53 | 2,95-10-*| 4,65-10-| 5,86 4,37-10-* 6,$2-10-° | 5,56 | 2,75-10~° [y'a- 
Vill 0, 249 5,63 2,54+ -10~*| 4,16: 1079) 5,57 | 2,69-10-® | 4,76-107% | 5,795 | 1,60-10~° 2.86-10- 
4,59- 10-2 6,13-1073 N 11-10- 








107° 


.107- 
10~ 
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Nihrmedium Dextrosebouillon + eee 








Pu h 


4,89 
4,95 
5,09 | 


5,2 





IV. 


steigender Mengen Milchsiure. 


| 1,29+1075 | 
| 1,22. 1075 | 
| 8,13-10-* 
(5 ,50- -107° | 
5, 395, 4,03-10-° | 
5.395) 4 "03: 10-° 
5,57 | 2,69-10-8 
5,68 | 2,09- 10-8 


“~ 


J 


Ir 
a 


|'(CH,-CHOH.COOH 


o 


| 2,15+10-3 
| 2,95- 10-8 
| 8,04+ 10-9 
| 3,01+10-2 
4, 51-1073 
| 4,06 - 10-3 
3.56+10-3 


Pu 





3,64-1073 


1,29+10-5 | 
| 8,18-1078 | 
5,12 | 5,59+10-° | 
5,50+107° | 
9 | 4,07+10-° | 
| 2,69-10-° | 
5) 207-108 | 

2,07- 1075 | 


12 


h 


I es 


ms 


[ 


'(CH,-CHOH-COOH 


~~ 


1,47-107° 
| 2,76-107° 
3 '04- 107° 
3 “04: 107% 
3.04: a 
3,12- 10-° 
3, 51-107-° 


Pu 


5,09 
5,12 
5,26 
5,39 
5,68 
5,78 
5,70 





8,15+10-3 | 


4,965 | 1,08- 
8,13+ 
5,59- 

| 5,50- 

4,07 

| 2,09: 

/1,61- 

| 2,0 


3 


'[CH,-CHOH-COOH) «»_ 


h 


10-3 | 
1075 
1076 | 
10-° 


© 


1,47-1073 
2.76 10-3 
3.04+10-3 
-10~ | 3,04+10-3 
10-* | 237-1073 
10-* | 2,51-107% 
-10~ | 3,48-10-3 


2,89+ 10-3 


Nihrmedium Peptonschotte + Citratphosphatpuffer. 





CH,-CHOH-COOH} 


r 
{ 


: = ———— 


h 





[(CH,-CHOH-COOH) «| 


95,0 





[CH,-CHOH-COOH] « | 








0 
185-107? 14975 
3,46+10-3'5,10 
381. 10-3 5,085 
4.71-107-3| 5 095 
481-10-* 5,25 
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3,04. 10-8) 5.36- 10-3 
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Nach dem Massenwirkungsgesetz gilt weiter: 
IH'}-(A) _, 

(3) [HA] ~ k. 

Setzen wir den Wert von [A’] in Gl. (2) in (3) ein, so ergibt sich: 

[H’]-C — [H"}-[HA] = &-(HA} 

[H") 


[HA] = = °C. 
| a 
Der Ausdruck an ist nichts anderes als der von L. Michaelis?) 
aus dem Dissoziationsgrad « = t me abgeleitete Dissoziationsrest, der das 


Verhiltnis der undissoziierten Siure zur Gesamtmenge der Siureradikale 
wiedergibt. Nach L. Michaelis’®) ist der Dissoziationsrest: 
k h 
=1-—@=1—-———_= 
° ; kth kth 
Somit ist in unserem Falle die Konzentration an undissoziierter 
Milchsiiure [HA] = 0-C. 





Die nach dieser Formel berechnete Konzentration an undissoziierter Milch- 
siure stellt die Milchsiurekonzentration dar, bei der das Wachstum von 
Bacillus putrificus verrucosus aufhért. Die Werte sind in Tab. III unter 
den mit 3 bezeichneten Kolonnen eingesetzt. 


Die Ergebnisse zeigen folgendes: Kine hemmende Wirkung 
der undissoziierten Milchséiure kann schon bei einer 
Konzentration von 1,5- 107% n (Reihe Il) beobachtet werden. 
Diese Grenzkonzentration oder fatale Milchsiurekon- 
zentration steigt dann weiter an und erreicht in der 
Reihe IV bei einer Gesamtmilchsiuremenge von 0,0795 n 
einen Wert, der fiir den betreffenden Bakterienstamm 
ziemlich konstant ist. Da sich die Wachstumskurven manch- 
mal iiberschneiden, zeigen sich mehr oder weniger groBe Schwan- 
kungen, die aber unter Beriicksichtigung, daB es sich hier um 
Kulturversuche mit Bakterienstimmen handelt, in ertraiglichen 
Grenzen sich bewegen. Es zeigt sich mit aller Deutlichkeit, daB 
die fatale Konzentration undissoziierter Milchséure nicht fiir jeden 
Bakterienstamm gleich ist. Sie betrigt bei Stamm Z im Mittel 
(die Werte von Reihe IV—VUI genommen) 4,19- 107 n, beim 
Stamm 3 dagegen nur 2,89-10-* n. Beim Stamm Z bedarf es 
somit einer kriaftigeren Dosis undissoziierter Milchsiiure, um das 
Wachstum zu verhindern, als bei Stamm 3. Die Stimme 4 21 
und 12 nehmen eine Zwischenstellung ein. 

Aus der Tab. IV geht auch deutlich hervor, daB mit ab- 
nehmender Wasserstoffionenkonzentration (oder steigendem p,,) 
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Fig. 6. Stamm Z. Fig. 7. Stamm Nr. 21. 
flisung: Peptonschotte + Citrat-Phosphatpuffer. Nahrlésung: Peptonschotte + Citrat-Phosphatpuffer. 














ny } 
4% c i or 

aS ; 

| 25 37°C 

ae ae gi 

5H / r Pi "i f 

4 

| / t 

| / 5 

ean 2 Z i i 

iV - Pes a ft = =< =F 1 } 

a - 7 i 


othe 
i 
\ 
¥ 
~~ 








tA Ya : 
“7 | Pd / 
580+ fi} ff Ld 
ae D tye 0” 0 YW yo 





Stamm Nr. 12. 
Fig. 8. N&ahrlésung: Peptonschotte + Citrat-Phosphatpuffer. 
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die Menge der Gesamtmilchsiure steigen muB, damit die fatale 


Konzentration an undissoziierter Milchsiure doch erreicht wird. ' 


Gegen p,, 7 hin wird aber die Menge der undissoziierten Milch- 


siure so unmeBbar klein, daB es nicht mehr méglich ist, auf dief 
fatale Milchsiurekonzentration zu kommen. LHine bakterizidef 
Wirkung kann deshalb bei p,, iiber 7 nicht mehr erwartet werden. f 


So wurde bei einem Kulturversuch mit einem Nihrmedium von 


Py %2 bei einem Zusatz von 5 g Natriumlactat keine Wirkungf 


beobachtet. 
Drei weitere Kulturversuche sollten uns AutschluB erteilen 


iiber den Einflu8 der Bebriitungstemperatur auf das Wachstum 


von Bac. putrificus verrucosus bei Anwesenheit steigender Mengenf 
Milchsiiure. Als Kulturmedium diente diesmal Peptonschotte, dief 





mit Citrat-Phosphatpuffer auf das gewiinschte p,, gebracht wurde.f 


Bebriitet wurde bei 25° und bei 37°. Die Wachstumskurvenf 
von den 3 Stémmen Z, 21 und 12 sind in Fig. 6, 7, 8 (S. 193) 
F he 
Daraus ist einmal ersichtlich, daB bei der Reihe— 


wiedergegeben. 


ohne Milchsiurezusatz (Reihe I) der Temperaturunter- 





lic. 


W: 


| Di 


schied keinen EinfluB auf das Wachstum der Organismeng 


hat. Demgegeniiber zeigt sich bei den Reihen mit Milch- 


siurezusatz bei 25° eine stirkere Hemmung als bei 37°F 
Die Grenz-p,,-Werte, bei denen gerade noch Wachstum auftritt 


liegen bei 25° héher als bei 37° Die Berechnung der fatalen 
Milchsiiurekonzentration wurde auch hier vorgenommen und in 
Tab. IV (S. 190/191) zusammengestellt. 


Es zeigt sich in der Tat, daB der Wert der fatalexf 
Milchsiurekonzentration bei 37° héher liegt als bei 25°% 
Bei héherer Temperatur bedarf es somit einer gréBerenm 
Dosis undissoziierter Milchsiure um das Wachstum voz 
Bac. putrificus verrucosus zu unterdriicken. Die Verschic§ 


bung kann wohl kaum auf die Verinderung der Dissoziations- 


konstante zuriickgefiihrt werden, da diese bei schwachen Siurei— 


mit der Temperatur sich wenig veriindert*). Eine Verschiebun; 


von k miiBte ja gleichzeitig eine entsprechende Verainderung von /— 
mit sich bringen. Es handelt sich hier offenbar vielmehr um eint™ 





*) Landolt-Boérnstein, Physikochemische Tabellen 5. Auflage, gib' 
folgende Werte fiir die Dissoziationskonstante der Milchsiure an: 15,2 
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2,0 - 10-* (Michaelis); 18° 1,26 - 10~* (Dietzel und Rosenbaum); 19,58 
1,9-10~* (Mitzutani); 20° 1,83-10~* (Auerbach); Zimmertemperatuye 
1,4-10~* (Kolthoff); 25° 1,38 - 10~* (Ostwald). 
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_ Charaktereigenschaft des Bazillus putrificus, daB bei héherer Tempe- 
ratur die undissoziierte Milchsiure fiir ihn weniger giftig wirkt. 


Wenn wir weiter die Mittelwerte der fatalen Milchsiure- 
konzentration der 3 Stimme Z, 21 und 12 bei 37° in Peptonschotte 
und in Dextrosebouillon miteinander vergleichen, so ergibt sich 
folgende Gegeniiberstellung: 





| Dextrosebouillon Peptonschotte 
Stamm | fatale Milchsdure- fatale Milchsidure- 
| konzentration konzentration 
Z 4,19 -107-8n 6,18 - 1072n 
21 3,64 - 107° n 6,09 - 1078 n 
12 3,15 + 107° n 5,81 +1072 n 


Ks ist daraus ersichtlich, da8 in Dextrosebouillon eine wesent- 
lich kleinere Konzentration undissoziierter Milchsiiure geniigt, um das 
Wachstum bei den 3 Stéammen zu unterdriicken als in Peptonschotte. 
Die Milchsaure wirkt somit nicht in jedem Nihrmedium gleich stark 


hemmend. 
III. Zusammenfassung. 


1. Es wird die Ansicht vertreten, daB beim Zusatz von 


' Milchséure zu Kulturen von Bac. putrificus verrucosus Zeissler 


nicht allein die Wasserstoffionen der zugesetzten Siure, sondern 
auch die undissoziierte Milchsiiture das Wachstum der anaeroben 
Fiulnisbazillen zu verhindern vermégen. 

2. Um die wirkliche Grenzwasserstoffionenkonzentration, die 
die genannten Mikroorganismen noch gerade zu ertragen vermégen, 
festzustellen, werden verschiedene Nihrmedien wie Dextrosebouillon, 
Peptonschotte und Leber-Leberbouillon in Abwesenheit von Milch- 
siure mit Hilfe von Pufferlésungen auf ein abgestuftes p,, ge- 
bracht, geimpft und 21?/, Monate bebriitet. 

Die tolerierte Wasserstoffionenkonzentration richtet sich nach 
der Art und Beschaffenheit des Kulturmediums. Der tiefste p,- 
Wert bei dem Bac. putrificus noch zu wachsen vermochte, wurde 
in Dextrosebouillon mit p, 4,76 gefunden. Die verschiedenen 
Bakterienstimme weisen eine von Nahrmedium zu Nihrmedium 
variierende Empfindlichkeit gegen die Wasserstoffionen auf. 

3. Es werden mit Zuckerbouillon Versuchsreihen mit steigen- 
dem, in Form von Natriumlactat gemachtem Milchsiiurezusatz an- 


_ gesetzt. Die Kulturen werden mit Pufferlésung auf ein gewiinschtes 
| abgestuftes p,, gebracht. 


Bei steigendem Gesamtmilchsiuregehalt bleibt das Wachstum 
des Bac. putrificus verrucosus bei einem entsprechend héheren p,, 
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stehen. Aus der Wasserstoffionenkonzentration h der Dissoziations- 
konstante / der Milchséure und der Konzentration der Gesamt- 
milchsiure wird die Konzentration der undissoziierten Milchsiure 
berechnet. [Ihre hemmende Wirkung macht sich schon bei einer 
Konzentration von 1,5-10-%n geltend. Die von den Organismen 
gerade noch tolerierte Grenzkonzentration undissoziierter Milch- 
siure (fatale Milchsiurekonzentration) betrug bei 5 Bakterien- 
stimmen im Mittel 4,19 - 107%, 3,48-10~°, 3,64-107%, 3,15-107° 
und 2,89-10-*n. Sie weist fiir den betreffenden Stamm bei ein 
und demselben Nihrmedium einen konstanten Wert auf. 

Der EinfluB der Bruttemperatur auf das Wachstum des 
Bac. putrificus verrucosus wird untersucht. (Bebriitung bei 25° 
und bei 37°.) Bei den Reihen ohne Milchsiurezusatz hat die 
héhere Temperatur keinen EinfluB auf die Wachstumsfreudigkeit 
des Organismus. Bei den Reihen mit Milchsiurezusatz sind die 
Grenz-p,,-Werte bei 25° mehr nach oben verschoben als bei 37". 
Bei 25° wirkt die Milchsiure somit kriftiger hemmend als bei 
37°. Die fatale Milchsiurekonzentration betrigt bei 3 Stiimmen 
bei 25° 4,59-10—*, 4,11-10~% und 4,34-10~%n, bei 37° dagegen 
6,13-10—°, 6,09-10-% und 5,81-107-*n. 

Die fatale Milchsiiurekonzentration ist abhingig von der Art 
des N&hrbodens. Bei 3 auf Dextrosebouillon und auf Pepton- 
schotte verimpften Stimmen betrug die fatale Milchséurekonzentra- 
tion 4,19-10—*, 3,64-10—%, 3,15-107% bzw. 6,13-107%, 6,09-10~° 
und 5,81-107*n. 
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Uber die Xanthinsynthese im Vogelorganismus. 
IV. Mitteilung iiber die Harnsauresynthese im Vogelorganismus. 


Von 
Wilhelm Reindel und Werner Schuler. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Medizinischen Klinik Erlangen 
und der II. Medizinischen Klinik Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juli 1937.) 


Die im Vogelorganismus zur Stickstofiausscheidung entstehende 
Harnsaure wird nach unseren Untersuchungen weder iiber Harn- 
stoff noch durch direkte Synthese gebildet, sondern entsteht sekundir 
gréBtenteils in der Niere aus einem Purin, das primir in der Vogel- 
leber aus Aminosiuren iiber Ammoniak als Stickstoffquelle und aus 
einer noch unbekannten Vorstufe als Kohlenstoffquelle synthetisiert 
wird. Wir konnten diese Purinsynthese sowohl kolorimetrisch 
als auch durch Gewichtsanalyse nachweisen?). 

Isolierung und Identifizierung des in der Vogelleber syntheti- 
sierten Purins war von besonderem Interesse, da diese Purinsynthese 
bedeutsame Schliisse auch auf den zur Bildung von Nuclein- 
siuren notwendigen Aufbau des Purinringes erméglichen wiirde. 
Wir haben daher l(+)-Alanin in physiologischer Liésung mit iiber- 
lebenden T'aubenleberschnitten behandelt, die entstehenden Purine 
zu trennen und quantitativ zu bestimmen versucht und die ge- 
fundenen Mengen in Vergleich gesetzt zu den in Versuchsansitzen 
ohne Zusatz von Aminosiure erhaltenen Purinmengen. Zur weiteren 
Sicherung der Ergebnisse haben wir das bei Zusatz von l(+)-Alanin 
in vermehrter Menge isolierte Purin gereinigt und analysiert. 

Wie orientierende Versuche gezeigt haben, enthalten Suspen- 
sionen von T'aubenleberschnitten: kein Adenin, Guanin nur in un- 
wigbaren Spuren, dagegen die drei Oxypurine in bestimmbaren 
Mengen. Die im Versuchsteil beschriebene Aufarbeitung der Ver- 
suchslésungen sei hier nur kurz erliutert: Die Purine wurden nach 
KnteiweiBung der Liésung als Kupfer- bzw. Silbersalze gefallt. Der 
Nachweis geringer Harnsiiuremengen erfolgte kolorimetrisch. Die 
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Trennung von Hypoxanthin und Xanthin gelang auf Grund ihrer 
verschiedenen Léslichkeit. Das in verhiltnismabig geringer Menge 
vorhandene Hypoxanthin konnte durch seine Fiallbarkeit mit 
Pikrinsiiure charakterisiert und als Hypoxanthinsilberpikrat nach 
O.Bruhns?’) bestimmt werden. Auferdem erhielten wir die fiir 
Hypoxanthin charakteristische gut krystallisierende Verbindung 
mit Silbernitrat in wagbarer Menge. Das im Vergleich zu den 
anderen Purinen in viel betriichtlicherer Menge auftretende 
Xanthin war durch seine charakteristische Farbreaktion mit 
konzentrierter Salpetersiure erkennbar. Auf Grund seiner grofen 
Schwerléslichkeit konnten wir es fassen und wigen. Seine end- 
giiltige Identifizierung erfolgte durch Elementaranalyse. Die 
Mengenverhiltnisse der in je 1000 ccm ‘laubenleberschnittsuspen- 
sion mit und ohne Zusatz von l(+)-Alanin erhaltenen freien Purine 
zeigt folgende Zusammensteilung: 





; " os Jose . 
- S R- P mo mE RM oh 
© oo = “af = O14 VY oO ae =| 
2 2 q ~ = 5 me OO. &— wl as 
Ver-l S2is ial & | a: «¢e ee sias S]76 
; g‘a | < 5 & = = a 7°" 3/82 sles 
= -_ 4 fas] i Ye =| ~ 
whi ee|ele| 212] 2] 2 |g8plgepleé 
Nr. |] 2 - |=) © b> = |88 oJee i. 
_ = an) a Sis & & “ 
Mm Ay 2 
g mg mg | mg mg mg mg mg 
I 72,75 | 890 | 6 | Spur | 4,2 | 96,6 | 10,0 | 122,0 | 189,0 | 31,7 
72,75 | @ 6 a 4,4 | 64,9 | 10,0 | 86,5 | 97,0 
ri} 815 | 890 | 9 ss 6 | 90,8 | 4,0 | 104,83 | 141,5 | 17,4 
81,5 G 6 ss 6 | 73,4 | 4,0 | 85,1 | 1145 
III | 60,4 | 890 | 9 . 6,0 | 31,4 | 10,0 | 47,4 | 50,5 
IV | 565 | s90] o | ., 412.5 | 53,0 | 16,0 | 90,0 | 101,5 
































Aus diesen Versuchsergebnissen geht eindeutig her- 
vor, daB bei Zusatz von 1(-+)-Alanin zu iberlebenden 
Taubenleberschnitten Xanthin als einziges Purin syn- 
thetisiert wird. Das Ergebnis unserer friiheren Untersuchungen 
— eine Purinsynthese in der Taubenleber — wird damit gleich- 
zeitig bestiitigt. In der Leber der Henne und Gans fiihrt diese 
Purinsynthese nach unseren Untersuchungen zu Harnsiure’), da 
die Leber dieser Végel im Gegensatz zur Taube Xanthindehy- 
drase enthilt*), also das entstehende Xanthin in Harnsiure um- 
gewandelt wird. 

Es erhob sich weiterhin die Frage, ob die Xanthinsynthese mit 
Taubenleberschnitten iiber Adenin, Hypoxanthin oder Guanin verliuft. 
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Adenin konnte als Quelle neugebildeten Xanthins auf zwei 
Wegen ausgeschlossen werden. Einmal lieB sich durch Ammoniak- 
bestimmungen nachweisen, da8 bei Behandlung von Adenin mit 
Taubenleberschnitten keine Desaminierung eintritt. Des weiteren 
lieB sich durch Purinbestimmungen nach Schuler und Reindel’) 
zeigen, daB aus zugesetztem Adenin keine anderen Purine ent- 
stehen. Taubenleberschnitte sind also nicht faihig, aus Adenin 
Xanthin zu bilden. 


Hypoxanthin konnten wir als Vorstufe des Xanthins eben- 
falls ausschlieBen. Wie wir schon in friiheren Untersuchungen 
zeigen konnten’), ist Taubenlebergewebe nicht imstande, Xanthin 
zu Harnsiiure zu dehydrieren. Die Taubenleber ist auch bei 
Zusatz von Methylenblau nicht imstande, Xanthin bei mehrstiin- 
diger Versuchsdauer in Harnsiure umzuwandeln; sie ist also 
sicher xanthindehydrasefrei. Wie unsere vor kurzem mitgeteilten 
Ergebnisse tiber die Wirkungsweise xanthindehydrasehaltiger Ge- 
websschnitte beweisen®), kann ein xanthindehydrasefreies Organ 
wie die Taubenleber aber auch Hypoxanthin nicht in Xanthin 
umwandeln. . 


Guanin wird von Taubenleberschnitten leicht zu Xanthin 
desaminiert. Diese Tatsache la8t eine primire Guaninbildung in 
der Taubenleber méglich erscheinen. Die Bearbeitung dieser 
Frage beschiftigt uns zur Zeit. 


Unsere bisherigen Ergebnisse zeigen also, da’ die Xanthin- 
synthese aus Aminosiuren und einer noch unbekannten 
Vorstufe in der Taubenleber weder tiber Adenin noch 
iber Hypoxanthin verliuft, daB eine primare Guanin- 
synthese aber méglich wire. 


N. L. Edson, H. A. Krebs und A. Model®) fanden unter Bestitigung 
unserer bisherigen Ergebnisse iiber die Purinsynthese im Vogelorganismus 
Hypoxanthin als einziges in der Taubenleber auftretendes Purin und 
glauben, daB es das Purin sei, dessen Synthese von uns in der Tauben- 
leber nachgewiesen werden konnte. Da wir Xanthin als einziges bei 
Zusatz von Aminosiuren vermehrt in der Taubenleber auftretendes Purin 
nachweisen konnten und auBerdem zeigen konnten, daB mangels Xanthin- 
dehydrase ein Ubergang von Hypoxanthin in Xanthin in der Taubenleber 
unméglich ist, kénnen wir die Angaben der englischen Autoren nicht be- 
stitigen. 

Auch bemerken wir an dieser Stelle, daB die Angabe von E. Leh- 
nartz’) in ,,Einftihrung in die chemische Physiologie‘, Hypoxanthin sei 
Zwischenprodukt bei der Harnsiuresynthese im Vogelorganismus, unseres 
Erachtens der Korrektur bedarf. 
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Von 8S. Edlbacher’) wurde die Frage, ob die Harnsiuresynthese im 
Vogelorganismus nicht doch tiber Harnstoff als Stickstoffquelle verlaufe, 
erneut aufgegriffen. Durch Aktivierung der Arginasewirkung mit Mangan- 
salzen gelang es ihm, in Muskel-, Leber- und Nierenextrakten von Tauben- 
organen eine Harnstoffbildung aus zugesetztem Arginin zu erzwingen. Auf 
Grund dieser Tatsache schreibt Edlbacher: ,,Es wire denkbar, da8 beim 
Sauropsiden die Harnsiure doch auf Grund der urspriinglichen von 
H. Wiener’) ausgesprochenen Theorie gebildet wird, indem hier gezeigt 
wird, daB die Gewebe der Sauropsiden bei geeigneten Bedingungen zur 
Harnstoff bildung aus Arginin befihigt sind, und da8 vielleicht dieser Harn- 
stoff in nascierendem Zustande mit dem Dreikohlenstoffsystem zur Harnsiiure 
synthetisiert wird. Unsere ,Harnsiiurevorstufe‘ wiirde dann durch das 
System aktivierte Arginase + 3-Kohlenstofisystem + Krebs’sches Ornithin- 
Argininsystem zu definieren sein“. Obwohl diese Theorie den Ausschei- 
dungsmechanismus bei Siiugern und Sauropsiden auf einen gemeinsamen 
Nenner bringen wiirde, sprechen unsere experimentellen Ergebnisse sowie 
theoretischen Uberlegungen gegen diese Hypothese: 


Aktivierbare Arginase findet sich nach Edlbacher besonders in 
Muskel- und Nieren-, nur wenig aber in Leberextrakten von Tauben, 
wiihrend nach unseren Untersuchungen gerade die Leber die gréBte, die 
Niere nur untergeordnete und die Muskulatur gar keine Bedeutung fiir die 
Harnsiiuresynthese hat. Im Vogelorganismus handelt es sich auBerdem um 
eine Xanthin- und nicht um eine primire Harnsiiuresynthese. Die Deutung 
einer Xanthinsynthese aus Harnstoff macht aber theoretisch und formel- 
miBig groBe Schwierigkeiten. Leber- und Nierenschnitte gutgeniihrter 
Tauben, die sicher die Kohlenstoffquelle im Uberschu8 enthalten, ergaben 
bei Argininzusatz keine stiirkere Purin- bzw. Harnsiurebildung als mit 
anderen Aminosiuren™). Wenn auch Harnstoffzusatz'*), da nicht in statu 
nascendi, vielleicht als wirkungslos verstindlich ist, so hitte doch aus zu- 
gesetztem Arginin wenigstens eine geringe Menge von nascierendem Harn- 
stoff und somit — bestiinde die Ansicht Edlbachers zurecht — sovie! 
Purin neugebildet werden miissen, daB uns dies aufgefallen wiire. 

Trotzdem H. A. Krebs") die Argininspaltung als notwendigen Teil 
prozeB der Harnstoffsynthese nachweisen konnte, dient doch unabhingig 
von der Harnstoffsynthese die Arginasewirkung auch dem Abbau des 
Nahrungsarginins. Letztere Spaltung muB auch im Vogelorganismus vor 
sich gehen, so da8 Anwesenheit und Aktivierbarkeit von Arginase in 
Vogelorganextrakten schon aus diesem Grunde angenommen werden miissen. 

Aus diesen Griinden méchten wir unsere friihere Annahme, daB eine 
Harnsiuresynthese beim Vogel im Sinne H. Wieners®*) nicht in Frage 
kommt, weiterhin aufrecht erhalten. 


Beschreibung der Versuche. 


1. Nachweis der Synthese von Xanthin aus 1(+)-Alanin. — 
Versuch I: Fiir Voll- und Leerversuch je 1000 cem Loésung nach 
H. A. Krebs‘); je 72,75 g Leberschnitte von 20 jungen Tauben 1'/, Stun- 
den lang bei 40° in je 6 Portionen im Thermostaten geschiittelt. 

Versuch II: Ebenso, nur je 81,5 g Leberschnitte von 21 jungen 
Tauben 3 Stunden geschiittelt. 
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In Versuch I und II: Vollversuch (V) mit 890 mg 1(+)-Alanin, Leer- 
versuch (L) ohne Alanin. 

Die Leberschnitte wurden gewogen, in physiologischer NaCl-Lisung 
gewaschen und rasch entsprechend in die Kolben verteilt. Nach dem 
Schiitteln wurde aus den Loésungen je 10 cem fiir Harnsiiure- und Purin- 
bestimmung herausgenommen (der Harnsiiuregehalt der Liésungen wurde 
nach EnteiweiBung mit 1,55°/,iger Uranylacetatlésung kolorimetrisch mit 
Phosphorwolframsiure im Stufenphotometer bestimmt). — Zur Purinbestim- 
mung mit Taubenpankreasschnitten vergleiche Diese Z. 234, 74 (1935). Nach 
Herausnahme der 10 ccm wurde. die Lésung aufgekocht, filtriert und alle 
Voll- bzw. Leerversuche vereinigt und zu L 500 mg 1(+)-Alanin hinzu- 
gefigt. Zu V und L je '/, ccm Eisessig, 200 ccm 1,55°/,ige Uranylacetat- 
lésung zur EnteiweiBung zugefiigt und iiber Nacht in den Eisschrank ge- 
stellt. Dann filtriert, 3mal ausgewaschen und Filtrat auf dem Wasserbad 
nach Neutralisation auf etwa 250 cem eingeengt. Die nun beschriebene 
Trennung der Purine richtet sich im wesentlichen nach der in Hoppe- 
Seyler-Thierfelder, Physiologisch- u. pathol.-chemische Analyse‘) 
von H. Steudel angegebenen Methode. 

Lésung wurde ganz schwach essigsauer gemacht und die freien Purine 
nach Zusatz von 20g krystallisiertem Natriumacetat und 40 cem 40°/,iger 
Natriumbisulfitlésung mit 40 cem 10°/,iger Kupfersulfatlésung hei gefillt 
und 3 Minuten im Sieden erhalten. Nach dem Abkiihlen filtriert, quanti- 
tativ ausgewaschen, Niederschlag in ein Becherglas abgespritzt und mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt. Solange H,S in die heiBe wiBrige Aufschlim- 
mung geleitet, bis simtliche Kupferpurine zersetzt waren, was durch Zer- 
driicken von bréckeligem Material unterstiitzt wurde. Dann Filtration, heif 
quantitativ ausgewaschen, Filtrat zur Vertreibung des H,S auf etwa 100 cem 
eingeengt, stark ammoniakalisch gemacht und mit 10 ccm ammoniakalischer 
Silbernitratlésung (vgl. Hoppe-Seyler-Thierfelder, Physiologisch- u. 
pathol.-chemische Analyse 1924, S. 865, FuBnote 2) gefillt. Nach Absetzen 
des farblosen Niederschlages filtriert und mit schwach ammoniakalischem 
Wasser gewaschen. Niederschlag abgespritzt, mit 70 ccm Wasser auf- 
geschlimmt, mit 10 cem verdiinnter HCl zersetzt, filtriert, heiB nach- 
gewaschen und im Filtrat unter é6fterem Zusatz von Alkohol HCl quanti- 
tativ auf dem Wasserbad vertrieben. Danach in 15 cem heiBem Wasser 
aufgenommen und mit 1 ccm 35°/,igem NH, versetzt. Zur Ausscheidung 
von etwa vorhandenem Guanin iiber Nacht stehen gelassen. (In Versuch I 
und II kamen unwiigbare Spuren eines Niederschlages, der mit konzen- 
triertem HNO, positive Guanin-Reaktion gab: Gelbfiirbung nach dem Ab- 
dampfen mit HNO,, Braunrotfirbung mit NaOH, dann beim Erhitzen 
Blauviolettfirbung.) Dann wurde in einem kleinen Teil der Lésung mit 
Natriumpikrat auf Adenin gepriift: Die empfindliche Reaktion fiel in Ver- 
such I u. II negativ aus. Zur Vertreibung des NH, wurde die Lésung zur 
Trockne verdampft. Dann Riickstand in 15 ecm heiBem Wasser auf- 
genommen (diese Lésung erwies sich durch negative Phosphorwolfram- 
siureprobe als harnsiurefrei) und zur Ausscheidung des gréten Xanthin- 
anteiles iiber Nacht stehen lassen. Xanthin dann quantitativ abfiltriert und 
aufgehoben. Filtrat und Waschwasser auf etwa 10 ccm eingedampft, mit 
0,3 g enthaltender heiBgesiittigter Pikrinsiiurelésung versetzt und mindestens 
2 Tage lang im Eisschrank stehen lassen. Dann Hypoxanthinpikratkrystalle 
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auf ein Filter gebracht und mit méglichst wenig Eiswasser nachgewaschen. 
Das Pikrat in heibem Wasser gelést und mit 2 ccm 10°/,iger AgNO,-Lésung 
als Hypoxanthinsilberpikrat gefallt, filtriert, getrocknet und gewogen. Filtrat 
und Waschwasser vom Hypoxanthinpikrat mit HNO, angesiuert und zur 
Entfernung iiberschiissiger Pikrinsiiure 4mal mit Benzol ausgeschiittelt. Den 
aufgehobenen Xanthinanteil in NH, geliést und mit ausgeschiittelter Lésung 
vereinigt, auf 50 ccm in einen MeBkolben gebracht und ?/, davon mit 6 cem 
ammoniakalischer AgNO,-Lésung gefiallt. Der filtrierte und mit ammoniakali- 
schem Wasser gewaschene Niederschlag wurde in einem Mikro-Kjeldahl- 
K6élbchen aufgeschlimmt und durch Kochen mit etwa 1 g BaCO, von NH, 
volistiindig befreit, endlich der Xanthinstickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 
Der Rest der Lésung wurde zur Trockne verdampft und mit dem Riick- 
stand die Xanthinprobe mit HNO, ausgefiihrt. Sie fiel in Versuch I u. II 
positiv aus: Gelbfirbung nach dem Abdampfen mit konzentrierter HNO,, 
Ziegelrotfiirbung durch NaOH, dann beim Erhitzen Purpurrotfirbung. 


Ergebnisse in mg. 























Hypo- ia Purin-U 
Versuch | xanthin- | Hypo- | Xanthin- ee U nach 
Nr. silber- | xanthin N ‘ colorim. | Schuler u. 
pikrat Reindel 
Thy 14,5 4,2 35,6 96,6 100 | 1290 — 
| L 15,3 4.4 23,9 64,9 10,0 87,0 
wily G i) 33,4 90,8 4,0 137,5 
\ L i p 7,0 73,4 4,0 110,5 


Adenin stets = 9, Guanin in Spuren. 


Versuch III (u. IV): EnteiweiBung, Fiillung mit CuSO,-Lésung, dann 
Behandlung mit H,S, Fillung mit ammoniakalischer AgNO,-Lésung, Be- 
handlung mit HCl bis zur Vertreibung dieser genau wie bei VersuchI und II. — 
Dann Riickstand in etwa 50 cem heiBem aq. dest. und Zusatz von wenig 
NH, gelést. Es entstanden Spuren eines gelblichen Niederschlages. Er 
gab keine Harnsiurereaktion nach Folin, aber eine deutliche Guaninreaktion 
mit konzentrierter HNO,. Das Filtrat stark ammoniakalisch gemacht und 
mit 5 ecm ammoniakalischer AgNO,-Lésung gefillt, zentrifugiert, 3mal mit 
aq. dest. in der Zentrifuge gewaschen. Dann Niederschlag in etwa 50 ccm 
Wasser anfgeschlimmt, 1 Stunde lang in die erwirmte Lésung H,S ein- 
geleitet, filtriert, zur vélligen Entfernung des H,S heif Stickstoff eingeleitet 
und die Lésung auf 15 ccm eingeengt. Diese Liésung, in der sich schon 
wihrend des Einengens ein Niederschlag gebildet hatte, wurde zur Ver- 
vollstindigung der Fiillung 2 Tage stehen lassen, dann filtriert. Gewicht 
der abfiltrierten Fillung nach dem Trocknen im Vakuum: 82,0 (53,0) mg 
Fillung I. Die Mutterlauge I wurde aufgehoben. Fillung I 2mal aus 


siedendem Wasser umkrystallisiert, Mutterlaugen I und II aufgehoben. 
Endausbeute nach 2maligem Umkrystallisieren: 16 (22) mg Fallung III. 
Fillung III gab typische Xanthinreaktion mit konzentrierter HNO,, war 
in 2000 Teilen siedenden Wassers nicht ohne Riickstand léslich, die Mikro- 
analysen (A. Schoeller, Berlin) ergaben nach 2 stiindigem Trocknen im Vakuum 
iiber P,O, bei 90° folgende Werte: 
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III. 3.767 mg Subst. 5,470 mg CO, 1,080 mg H,O 
IV. 3,458 mg __,, 4,845 mg _,, 1,000 mg _,, 
III. 2,080 mg __,, 0,643 com N, (23°; 757 mm) 
IV. 2,080 mg _,, 0,650 cem ,, (24°; 757 mm). 
Xanthin, C;H,O,N, Ber. C 39,46 H 2,65 N 36,84 
Gef. III ,, 3960 ,, 3,18  ,, 35,50 
IV ,, 38,22 ,, 321 ,, 35,57. 


Mutterlaugen I, II und III vereinigt und mit 2 ccm ammoniakalischer 
AgNO,-Lésung gefillt, zentrifugiert, gewaschen und in 3 eem HNO, von 
35°/, Gehalt heiB gelést. Beim Erkalten bildeten sich sofort feine, farblose 
prismatische Nadeln von der typischen Krystallform des Hypoxanthinsilber- 
nitrats. Nach 2stiindigem Stehen der Lésung wurde filtriert, getrocknet und ge- 
wogen. Ausbeute 12 (25)mg, was ungefihr 6 (12,5) mg Hypoxanthin entspricht. 


2. Verhalten von Adenin gegen Taubenleberschnitte. Je 1200 mg 
Taubenleberschnitte in 20 cem Phosphatpufferlésung von py, 7,0 3 Stunden 
lang bei 40° geschiittelt. Vollversuch mit 8 mg, Leerversuch ohne Adenin. 

AnschlieBend Ammoniakbestimmung mit 10 cem der Lisung unter 
Alkoholzusatz nach Folin (vgl. Hoppe-Seyler-Thierfelder, Physiol.- u 
pathol.-chemische Analyse, 8.695, Vorlage n/100-H,SO,, Indikator Methylrot). 
Purinbestimmung mit Taubenpankreasschnitten und Harnsiiurebestimmung 
wie unter 1. 

Die Ergebnisse abstiglich Leerversuch waren in 2 Versuchsreihen 
durchweg gleich 9, d.h. es konnte kein aus Adenin gebildetes NH,, kein 
mit Taubenpankreasschnitten nachweisbares Purin und keine Harnsiiure 
in den Versuchslésungen festgestellt werden. 

3. Unfahigkeit von Taubenleberschnitten zur Harnsaurebildung 
aus Xanthin. Je 500 mg Taubenleberschnitte in 10 cem Phosphatpuffer- 
lésung px 8,0 5 Stunden bei 40° geschiittelt. I ohne Zusatz, If mit 5 mg 
Xanthin, III mit 6,4 mg-°/, Methylenblau, [IV mit 5 mg-°/, Xanthin + 
6,4 mg-°/, Methylenblau. 

Harnsiuregehalt der Leerversuche I und IL] = 1,6 mg-°/, 
” » Vollversuche II und IV = 1,6 mg-°/, 
Harnsiiurebildung aus Xanthin mit und ohne Methylenblau = 9. 


4. Verhalten von Guanin gegen Taubenleberschnitte. Je 1200 mg 
Taubenleberschnitte in 20 cem Citratpuffer von py 7,0 3 Stunden lang bei 
40° geschiittelt. Vollversuch mit 10 mg, Leerversuch ohne Guanin; an- 
schlieBend NH,-Bestimmung nach Folin mit 10 cem der Lésung wie unter 2. 
Es wurden normal ernihrte, Hungertauben und noch nicht fliigge Tauben 
untersucht. 





Ergebnisse in mg-°/, NH. 











Mit 20 mg-°/, Guanin. . - - . 
NH, Shue aus Guanin | 2,20 | 1,36 | 1,65 


“a......-f « | &» | « | 3 

7 ase Cs ] normal | | ~ normal — | Hungert. | nicht fliigge 
Ohne Zusatz ' . : . , 'g 0,28 | 0,34 | 0,44 i 
| 
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Zusammenfassung. 


1. Das mit Hilfe iiberlebender ‘T'aubenleberschnitte aus 
Aminosiuren als Stickstoffquelle und einer noch unbekannten 
Vorstufe als Kohlenstoffquelle synthetisierte Purin ist Xanthin. 

2. Adenin und Hypoxanthin sind keine Vorstufen fiir das 
synthetisierte Xanthin. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sei fiir die Ermég- 
lichung dieser Untersuchungen ergebenst gedankt. 
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Uber epi-Atiocholandiol-3,17 aus Mannerharn. 
Von 
Adolf Butenandt, Kurt Tscherning und Heinz Dannenberg. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juli 1937.) 


Der minnliche Prigungsstoff Androsteron(I) ist im Manner- 
harn von mehreren ihm nahe stehenden Verbindungen begleitet, 
unter denen das Dehydro-androsteron (IJ) in seiner Struktur 
vollig gesichert ist. Die Anwesenheit von Iso-androsteron (III) 
im Mannerharn konnte wahrscheinlich gemacht werden’), AuBer 
diesen Verbindungen wurde bereits im Jahre 1931 bei der Fraktio- 
nierung von Miannerharn-extrakten ein physiologisch un- 
wirksames Diol der Formel C,,H,.0, vom Schmelzp. 232° und 
einer optischen Drehung [@], = + 29° (in Alkohol) entdeckt, das 
durch die Darstellung seines Diacetates (Schmelzp. 119—120°) 
niher charakterisiert werden konnte?). 

Dieses Diol fand sich in den lipoidléslichen, unverseifbaren 
Anteilen des Mannerharns und erwies sich als leicht léslich in 
Benzol und schwer léslich in Petrolither, so daB es im Verlauf 
der Darstellung des Androsterons aus Minnerharn aus benzoli- 
scher Lésung mit Petrolither gefallt und in der sogenannten 
,Denzolcharge 10a, a angereichert wurde*). Aus dieser Fraktion 
lieB es sich durch Verreiben mit Aceton oder durch vorsichtiges 
Sublimieren im Hochvakuum in krystallisierter Form abscheiden. 
Wir haben seiner Zeit bei der Aufarbeitung von etwa 48500 Litern 
Mannerharn insgesamt ungefihr 175 mg dieses Diols gewonnen. 

Als wahrscheinlichsten Formelausdruck fiir den neuen Be- 
gleitstoff des Androsterons gaben wir im Jahre 1932 das Struktur- 
bild ([V) an‘). N&here Angaben iiber die sterischen Verhiltnisse 


1) Butenandt, Dannenbaum, Hanisch u. KudB8us, Diese Z. 237, 
oT (1935), 

*) Butenandt, Nature (Lond.) 13. Aug. 1932; Z. angew. Chem. 46, 655 
(1932); Handb. der Biochemie, 2. Aufl., Erg.-Werk I, 1, 8. 131 (1933). — 
T'scherning, Erg. Physiol. 35, 316 (1933). 

4) Vgl. Butenandt u. Tscherning, Diese Z. 229, 176 (1934). 
*) Butenandt, Z. angew. Chem. 45, 655 (1932). 
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konnten damals aus den analytischen Befunden nicht hergeleitet 
werden. Nachdem durch die Ergebnisse der Spezifitiitsunter- 


suchungen in der Androsteronreihe bekannt geworden ist, dab 
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die physiologische Wirksamkeit im Hahnenkammtest an die trans- 
Verknipfung der Ringe A und B gebunden ist, wihrend eine 
cis-Verkniipfung nach Art des Koprosterins zur physiologischen 
Inaktivitat fihrt’), war es als wahrscheinlich anzunehmen, dab 
das im Test auf minnliche Prigungsstoffe unwirksame Diol vom 
Schmelzp. 232° zur Atiocholan-(Koprosterin-)reihe gehéren wiirde. 
Damit in Ubereinstimmung stand das Ergebnis der vorsichtigen 
Oxydation des disekundiren Alkohols zum entsprechenden Di- 
keton C,,H,,O, vom Schmelzp. 128° und einer optischen Drehung 
von [@],= + 115° (in Alkohol), das sich als verschieden erwies 
von dem bekannten 3,17-Diketon der allo-Atiocholanreihe. 

Vor kurzem ist die von uns angegebene Konstitution (IV) 
des gesittigten Diols durch Arbeiten von Ruzicka, Goldberg 
und Bosshard*) eindeutig bewiesen und in allen sterischen 
Kinzelheiten festgelegt worden: Die Schweizer Autoren haben 
durch katalytische Hydrierung von ,,4°-Testosteron-benzoat* (V) 
mit Raney-Nickel in Dioxan und durch katalytische Hydrierung 
des bekannten5) epi-Atiocholan-ol-3-on-17 (VI), mit Nickel oder 
Platin das epi-Atiocholandiol-3,17 (VII) dargestellt. Diese 
Verbindung zeigt die gleichen Eigenschaften wie das aus Minner- 
harn isolierte Diol, und ein von uns durchgefiihrter direkter 
Vergleich beider Alkohole und ihrer Diacetate hat an der Identitit 
keinen Zweifel gelassen °), 

Wir haben in der Zwischenzeit ebenfalls das epi-Atio- 
cholandiol-3, 17 (VII) dargestellt, und zwar durch stufenweise 
Hydrierung des minnlichen Hodenhormons Testosteron (VIII). 
Hydriert man Testosteron in methylalkoholischer Lésung in 
(segenwart eines 2°/,igen Palladium-Calciumcarbonat-Katalysators, 
so entsteht neben dem bereits auf diesem Wege dargestellten ‘) 
Androstan-ol-17-on-3 (allo-Atiocholan-ol-17-on-3) (IX) 
vom Schmelzp. 177—178° das bisher unbekannte stereo-isomere 
Atiocholan-ol-17-on-3 (X) vom Schmelzp. 139—140° und einer 
optischen Drehung [a]** = + 32,7° (in Aceton). Dieser neue Keto- 
alkohol liefert ein Acetat vom Schmelzp. 143—144° und einer 
optischen Drehung [@]*° = + 27° (in Alkohol), sowie ein Oxim 
vom Schmelzp. 211—212°. Das Ergebnis der katalytischen 
Hydrierung des Testosterons unter den angegebenen Bedingungen 





5) Ruzicka, Goldberg, Meyer, Briingger, Eichenberger, Helvet. 
chim. Acta 17, 1395 (1934). 
6) Helvet. chim. Acta 20, 541 (1987). 
_ *) Butenandt, Tscherning, Hanisch, Ber.chem. Ges. 68, 2097 (1935). 
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entspricht den am Cholestenon gewonnenen Erfahrungen’). Das 
Atiocholan-ol-17-on-3 (X) ist im Gegensatz zum Androstan-ol- 
17-on-3 (IX) praktisch ohne physiologische Wirksamkeit im 
Hahnenkammtest. 

Behandelt man das Atiocholanol-17-on-3 (X) mit Natrium 
und. Isopropylalkohol, so wird die Carbonylgruppe am ©, zur 
sekundiiren Alkoholgruppe reduziert, und man erhilt in guter 
Ausbeute das epi-Atiocholandiol-3,17 (VII), das durch sein 
Diacetat niiher charakterisiert wurde. Ein Vergleich des so ge- 
wonnenen epi-Atiocholandiols mit dem aus Minnerharn isolierten 
Alkohol und mit dem von Ruzicka aus ,,4°-Testosteron-benzoat“ 
dargestellten gesittigten Diol ergab wiederum villige Uberein- 
stimmung in den Kigenschaften. 


Durch die Konstitutionsermittlung des alkoholischen Begleit- 
stoffes des Androsterons ist erstmalig das Vorkommen eines 
seitenkettenlosen Steroids der Koprosterinreihe im 
Harn nachgewiesen worden. Man darf annehmen, daB diese 
Verbindung einem biologischen ReduktionsprozeB am Testosteron 
seine Entstehung verdankt. Es ist von Interesse, daB man im Harn 
nunmehr sowohl vom Progesteron als auch vom Testosteron Ver- 
treter der beiden in bezug auf die sterische Anordnung am UC, 
méglichen Hydrierungsreihen (Pregnandiol—allo-Pregnandiol; epi- 
Atiocholandiol—Androsteron) aufgefunden hat. 


Wir miissen allerdings in bezug auf das Vorkommen des 
epi-Atiocholandiols im Miannerharn eine Kinschriinkung machen. 
Ks ist nicht ganz sichergestellt, daB dieses Diol als solches im 
Minnerharn vorkommt. Wir haben friiher im Verlauf der Dar- 
stellung des Androsterons aus Minnerharn unter anderem eine 
Adsorption mit Aluminiumhydroxyd angewendet, das im Lauf der 
Reaktion durch Zersetzung von amalgamiertem Aluminiumgriel 
unter feuchtem Ather dargestellt wurde’). Wir haben nun fest- 
stellen kénnen, daB die Behandlung von Steroidketonen der An- 
drosteronreihe mit Aluminiumamalgam Anlaf zur Reduktion der 


8) Bei friiheren Hydrierungsversuchen in Ather hatten wir entgegen 
den Erwartungen bevorzugt Derivate der ¢rans-Reihe erhalten [Ber. chem. 
Ges. 68, 2099 (1935)]; in dem vorstehend geschilderten Hydrierungs-Versuch 
in Methanol war erwartungsgemiiB das Derivat der cis-(Koprosterin-)Reihe 
Hauptprodukt der Reaktion. Uber die Erfahrungen am Cholestenon vel. 
Grasshof, Diese Z. 223, 251 (1934). 


®) Butenandt u. Tscherning, Diese Z. 229, 175 (1934). 
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Uber epi-Atiocholandiol-3,17 aus Minnerharn. 209 
Ketone zu sekundiaren Alkoholen sein kann?!°); aus diesem Grunde 
muB man mit der Méglichkeit rechnen, daB das epi-Atiocholandiol 
im Verlauf der Aufarbeitung der Harnkonzentrate aus einem ge- 
sittigten Mono- oder Di-keton durch Reduktion entstanden ist. 
Kiir diese Auffassung kénnte die Tatsache sprechen, daB wir in 
einigen spiteren Aufarbeitungen, die ohne Anwendung von Alu- 
miniumamalgam wihrend des Fraktionierungsganges durchgefiihrt 
wurden, vergeblich nach dem Vorkommen des epi-Atiocholandiols 
gefahndet haben. An der oben gezogenen, physiologisch inter- 
essanten SchluBfolgerung, daB sich im Harn neben den Vertretern 
der Androstan-(allo-Atiocholan-)reihe ein Stoff findet, der der 
Atiocholanreihe angehért, iindert aber diese Kinschriinkung nichts, 
denn nach unseren experimentellen Erfahrungen ist es sicher aus- 
geschlossen, daB ein gesiittigtes Diol unter den von uns bevor- 
zugten Bedingungen durch Hydrierung eines 4°- ungesittigten 
Steroids mit Aluminiumamalgam entstehen kann!!). In einer 
gegebenenfalls anzunehmenden Vorstufe des epi-Atiocholan-diols 
muB demnach bereits eine vollgesaittigte Verbindung der 
Atiocholanreihe vorgelegen haben, und die Feststellung von 
der Ausscheidung eines seitenlosen Steroids der cis-(Koprosterin-) 
Reihe im Minnerharn bleibt sichergestellt. Daher haben wir der 
nur mit groBem Aufwand an Material eindeutig zu klirenden 
Frage, ob das epi-Atiocholandiol als solches oder in Form 
einer Keton-Vorstufe im Harn vorkommt, keine weitere Miihe 
zsewidmet. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
und der Schering-Kahlbaum A.-G. fiir die Unterstiitzung 
unserer Arbeiten. 


10) Vgl. Ber. chem. Ges. 68, 2098 (1935); dort ist die Uberfiihrung von Iso- 
androsteron in Iso-androstandiol durch Behandlung mit Aluminium- 
amaleam mitgeteilt, entsprechend liefert Atio-cholanol(17)-on(3) (X) das 
epi-Atiocholandiol(3,17) (VID). Androsteron ist bemerkenswerterweise 
schwer angreif bar. 


") Isolierte Doppelbindungen werden nicht angegriffen: Dehydro- 
androsteron liefert bei Reduktion mit Aluminium-Amalgam in guter 
Ausbeute 4°-Androstendiol, Schmelzp. 178°. Befindet sich die Doppel- 
bindung in Konjugation zur Carbonylgruppe, so treten in Ubereinstimmung 
mit den Erfahrungen der Literatur bei der Reduktion «—f ungesiittigter 
Ketone bimolekulare Reduktionsprodukte auf; Cholestenon, Androsten- 
dion und Testosteron verhalten sich hierin véllig analog. Vgl. Win- 
daus, Ber. chem. Ges. 39, 518 (1906). 

15* 
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Beschreibung der Versuche. 


Katalytische Hydrierung desTestosterons"’). 1¢ Testosteron(VIII) 
wurde in Gegenwart eines 2°/, igen Palladium-Calciumcarbonat-Katalysators") 
in methylalkoholischer Lésung mit Wasserstoff geschiittelt. Die Wasserstoff- 
aufnahme, die in 7 Minuten beendet war, entsprach genau 1 Mol. Das 
Hydrierungsprodukt wurde aus der eingeengten Liésung mit Wasser gefillt; 
es resultierten 955 mg eines Gemisches vom Schmelzp. 80—85° (unkorr.). 
Durch Krystallisation aus Essigester—-Petroliither (10—80°) wurde eine 
Fraktion vom Schmelzp. 167—170° erhalten, die nach dem Umldésen aus 
Aceton-Petrolither sich als Androstanol-(17)-on-(3) !? ') [allo-Atio- 
cholanol-(17)-on-(3)] ([X) erwies, vom Schmelzp. 177—178° (unkorr.). Aus- 
beute an Androstanol-(17)-on-(3) 70 mg. 

Die Essigester—Petroliither-Mutterlauge lieferte nach dem Einengen 
eine Fraktion vom Schmelzp. 189—140° Durch Umlésen aus Aceton- 
Petrolither und verdiinntem Aceton wurde daraus ein weiterer Stoff er 
halten, der bei 189—140° schmolz und das bisher unbekannte Atio 
cholanol-(17)-on-(3) (X) darstellt; es krystallisiert aus Aceton—Petrolither 
in Blittchen und aus verdiinntem Aceton in Nadeln und zeigt eine optische 


Drehung [a], = +32,7° (in Alkohol). Ausbeute an Atio-cholanol-(17)-on-(3) 
241 mg. 
3,928 mg Subst.: 11,295 mg CO,, 3,700 mg H,O, 0,007 mg Rest. 
C..0360, Ber. C 78,55 H 10,42 Gef. C 78,56 H 10,56. 


Acetat des Atio-cholanol (17)-ons(3). 17,0 mg des Oxyketons wurden 
durch */,stiindiges Kochen mit 1,5 cem Essigsiiureanhydrid acetyliert. Nach 
dem Umlésen aus verdiinntem Aceton, verdiinntem Alkohol und Petrol- 
iither (70—80°) wurden 11 mg Atio-cholanol-(17)-on-(3)-acetat vom 
Schmelzp. 143—144° erhalten. Das Acetat krystallisiert aus verdiinntem 
Aceton und Alkohol in Blittchen, aus reinem Petrolither in Prismen. 


Optische Drehung: [a]2” = + 27,1° (in Alkohol). 
3,953 mg Subst.: 10,990 mg CO,, 3,430 mg H,O. 
C,,H;,0; Ber. C 75,84 H 9,71 
Gef. ,, 75,82 , ot. 

Oxim des Atio-cholanol-(17)-ons(3). 27,8 mg des Oxyketons wurden 
mit einer alkoholischen Lésung von Hydroxylamin-acetat (58 mg Hydroxy]- 
amin-Hydrochlorid + 81 mg Natriumacetat) 3 Stunden auf dem Wasserbade 
zum Sieden erhitzt. Die Lésung wurde dann mit Wasser verdiinnt und das 
krystallisierte Oxim aus verdiinntem Alkohol umgelést. Es resultierten 
18,6 mg Atio-cholanol(17)-on(3)-oxim vom Schmelzp. 211—212° in 
feinen Nadeln. 

3,848 mg Subst.: 0,156 cem N, (26°, 752 mm). 


C,,H,,0,N Ber. N 4,58 Gef. N 4,58. 


12) Vgl. Butenandt, Tscherning u. Hanisch, Ber. chem. Ges. 65, 
2097 (1935). 

18) Busch, Z. angew. Chem. 47, 536 (1934). 

14) Ruzicka u. Goldberg, Helvet. chim. Acta 19, 99 (1936). 
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Uber epi-Atiocholandiol-3,17 aus Mannerharn. 911 


Reduktion des Atio-cholanol(17)-ons(3) zum epi-Atio-cholan- 
diol(3,17). 84 mg Atio-cholanol(17)-on(3) (X) wurden in 20 cem Iso- 
propylalkohol gelést und unter Sieden mit kleinen Stiickchen Natrium ver- 
setzt, bis sich das Metall nicht mehr léste. Das durch Wasser-Zusatz 
gefillte Reaktionsprodukt wurde in Ather aufgenommen. Der krystalline 
Atherriickstand wurde aus verdiinntem Aceton und verdiinntem Alkohol 
umgelést. Es wurden 52,4 mg epi-Atio-cholan-diol (3, 17) (VII) in 
Nadeln vom Schmelzp. 232° (unkorr.) erhalten. Dieses Diol zeigt keine 
Schmelzpunktsdepression mit einem aus Harn erhaltenen Diol vom gleichen 
Schmelzpunkt. 


Optische Drehung: [ae = + 26,5° (in Alkohol). 
3,682 mg Subst.: 10,470 mg CO,, 3,620 mg H,0. 


C,,H.0, Ber. C 78,01 H 11,04 
Gef. ,, 77,56 11,00. 


Diacetat. 15,0 mg epi-Atio-cholan-diol(3, 17) wurden 15 Minuten 
mit 1,5 ccm Essigsiureanhydrid zum Sieden erhitzt. Das Diacetat wurde 
aus verdiinntem Aceton und verdiinntem Alkohol umgelést: 9,1 mg in 
Blaittchen vom Schmelzp. 121—122° (unkorr.). Es zeigt keine Depression 
mit dem Diacetat des aus Harn erhaltenen Diols. 


3,302 mg Subst.: 8,875 mg CO,, 2,830 mg H,0. 


C,,H,,0, Ber. C 73,35 H 9,58 
Gef. ,, 73,30 > 9,59. 


epi-Atiocholandiol-3,17 (VII) aus Mannerharn. Aus den bei der 
fraktionierten Aufarbeitung von Miinnerharn anfallenden ,,Benzolchargen 
10a, a) lieB sich durch Verreiben mit Aceton oder durch vorsichtige 
Sublimation im Hochvakuum (150—170°, 0,001 mm Hg) ein Krystallisat 
gewinnen, das aus verdiinntem Eisessig, aus verdiinntem Alkohol oder aus 
verdiinntem Aceton bis zum konstanten Schmelzpunkt von 232° (unkorr.) 
umkrystallisiert wurde. Aus allmihlich angesammelten 80 g der ,,Benzol- 
chargen 10a, « (entsprechend 48500 Liter Minnerharn) sind etwa 175 mg 
des Diols dargestellt worden. Die verwendeten ,,Benzolchargen 10a, «“ 
entstammten Fraktionierungsreihen, bei denen eine Behandlung der un- 
verseifbaren Anteile mit Aluminiumamalgam in feuchtem Ather sstatt- 
cefunden hatte %). 

Optische Drehung: 16,83, 17,45 mg Subst. in je 2 ccm absolutem 
Alkohol. « = + 0,25, 0,26° [w]}® = + 29,71, + 29,80°. 


2,945, 2,680, 2,761 mg Subst.: 8,39, 7,66, 7,90 mg CO,, 2,87, 2,67, 


2,71 mg H,O. — 0,298, 0,242 mg Subst. in 3,34, 3,09 mg Kampher 
A = 12,8, 11,0°. 

C,.H;,0, 
Ber. C 78,08 H 10,96 Molgew. 292 


Gef. ,, 71,72, 77,95, 78,04 ,, 10,91, 11,15, 11,02  Molgew. 290, 285. 


Diacetat: Einige mg des epi-Atiocholandiols-3,17 wurden in wenig 
Pyridin gelést, mit einigen Tropfen Essigsiiureanhydrid versetzt und 2 Tage 
bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die Reaktionslésung wurde mit 1 n- 
Schwefelsiiure angesiuert, das ausfallende Ol wurde in Ather aufgenommen 
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912 Butenandt u. Mitarb., Uber epi-Atiocholandiol-3, 17 aus Miinnerharn, 


und im Hochvakuum (0,001 mm) bei 50° destilliert. Das Destillat wurde 


aus verdiinntem Accton und verdiinntem Alkohol bis zu einem konstanten 
Schmelzpunkt von 119—120° (unkorr.) umkrystallisiert. 


2,314 mg Sbst.: 6,275 mg CO,, 2,01 mg H,0. 


C.3H,,.0, - Ber. C 73,40 H 9,57 
Gef. ,, 73,97 » WS. 


Oxydation des Diols zum Atiocholandion-3,17. 60 mg epi-Atio- 
cholandiol-3,17 wurden in 15 cem Eisessig gelést, mit einer Lésung von 
34,2 mg Chromtrioxyd (entsprechend 2,5 Atomen Q) in Eisessig versetzt und 
12 Stunden bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die Reaktionslésung wurde 
mit Wasser gefillt und mit Ather ausgeschiittelt. Die dtherléslichen Anteile 
wurden nach einer Vorreinigung durch Destillation im Hochvakuum (90°, 
0,001 mm) aus verdiinntem Eisessig und verdiinntem Aceton umkrystallisiert. 


Ausbeute: 44mg vom Schmelzp. 128°. [ap = + 115,2° (in absolutem Alkohol). 


3,020 mg Subst.: 8,720 mg CO,, 2,660 mg H,0O. 


C,,H.0; Ber. C 79,20 H 9,73 
Gef. ,, 78,75 » 9,86. 
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Beitrag zum Aktivierungsmechanismus der Phosphatasen. 


(Pyrophosphatase. II.) 


Von 
Erwin Bauer. 


Mit 5 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juni 1937.) 


I, 


Magnesium, eines der wichtigsten biologischen Elemente, un- 
entbehrlich fiir den anaeroben Zuckerabbauw’), aktiviert bekanntlich 
Phosphatasen?). Diese spezifisch aktivierende Wirkung*) ist ein 
Hauptgrund fiir die Annahme einer Beteiligung von Phosphatasen 
an Giarungs- und Glykolyseprozessen. Beschrinkt man sich auf 
die Girung, so ist die Mitwirkung von Magnesium an folgenden 
Reaktionen festgestellt: 

1. Girung als Gesamtprozeb °), 

2. Veresterung von anorganischem Phosphat’%), 


3. Umesterungen: 
a) Phosphobrenztraubensiiure - Adenylsiure®), 
b) ATP + Zymohexosen 4), 

4, Phosphatatische Reaktionen im engeren Sinn: 
a) «-Glycerophosphatspaltung ‘) *), 
b) Pyrophosphatspaltung °), 
c) ATP-Spaltung™*). 


AuBerdem bediirfen noch verschiedene andere, mehr oder 
minder komplexe Teile des Girungsprozesses, die nach anderen 


*) Neuerdings haben Johnson, Johnson u. Peterson”) die Akti- 
vierung von Peptidasen durch Mg-Salz beschrieben. Andererseits liegen 
Befunde von Jenner u. Kay sowie Kuwabara vor, die fiir eine Ver- 
tretbarkeit des Mg durch Ca zu sprechen scheinen"®). 

**) Nach unveroffentlichten Versuchen von F. Krumey aus diesem 
Institut. 
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Kriterien als dem Phosphatumsatz verfolgt werden, des Magne- 
siums. Wabhrscheinlich sind sie alle irgendwie mit Phosphattrans- 
port verbunden, was besonders schén an dem Beispiel der Fructose- 
dehydrierung gezeigt werden konnte’). 

Bisher ist unklar geblieben, in welcher Weise Magnesium in 
diese Vorgiinge eingreift. Deshalb schien es erwiinscht, seine 
Wirkungsbedingungen an einem modglichst einfachen Fall — der 
Pyrophosphatase aus Unterhefe — zu untersuchen, um so még- 
licherweise einen Hinweis zum Verstindnis seiner Rolle im Gesamt- 
system des anaeroben Zuckerabbaues und der phosphatatischen 
Prozesse im allgemeinen zu erhalten. Unterhefen-Pyrophosphatase 
(abgek. UP) war als Ausgangspunkt zur Bearbeitung der Aktivie- 
rungsfrage vor allem deswegen als besonders geeignet anzusehen, 
weil sie einerseits véllig inaktiv erhalten werden kann und anderer- 
seits, ebenso wie ihr reines Substrat, leicht zuginglich ist. Diese 
Phosphatase war friher schon studiert, ihre Trennbarkeit von 
a-Glycerophosphatase beschrieben und eine eingehendere Unter- 
suchung in Aussicht gestellt worden‘). 

3eziiglich der Magnesiumaktivierung im allgemeinen finden 
sich in der Literatur vor allem drei Annahmen diskutiert: 


1. Magnesium stabilisiert, 
- paralysiert eine Hemmung, 
. bewirkt Substrataktivierung. 


© bo 
: ° 


Fiir UP kommt Punkt 1., wie leicht gezeigt werden kann, nicht 
in Betracht. Hinsichtlich der Nierenphosphatase wurde diese Még- 
lichkeit bereits yon Erdtman?) abgelehnt, welcher den Magnesium- 
effekt als Immunisierung des Enzyms gegen Phosphat interpretierte. 
Albers?*) suchte den Tatbestand folgendermaBen zu erfassen: 
,... das im Laufe der Reaktion mehr und mehr entstehende 
Fermentphosphat wird als Mg-Salz schneller wieder aufgespalten, 
als freies Phosphat, oder in der Reaktion: 


Phosphatase + Phosphat ~~, Phosphatasephosphat 


wird durch die Salzbildung das Gleichgewicht stark zugunsten 
der zum aktiven Ferment zuriickfiihrenden Reaktion nach links 
verschoben.“ Auch diese Deutung kann das Wesen der UP-Akti- 
vierung nicht erfassen. Zugesetztes Phosphat beeinfluBt den Ver- 
lauf der Pyrophosphatspaltung nicht merklich, auch nicht in partiell 
aktivierten Systemen, was den Albersschen Mechanismus aus- 
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schlieBt*), Ebensowenig kann die von Lohmann?!) fiir die Gesamt- 
slykolyse in Betracht gezogene Aufhebung einer Ca-Hemmung in 
Frage kommen. Wenn man bedenkt, in welcher Verdiinnung das 
Enzym in der Versuchsmischung vorliegt (1:250000 und mehr, 
baw. auf Tr.S.), und daB selbst unvollstiindig mit Magnesium akti- 
vierte Phosphatase zum Deutlichwerden der Hemmung immerhin 
bedeutende Ca-Mengen bendtigt, so ist eine solche Erklirung als 
mehr als unwahrscheinlich zu bezeichnen**). 

Viel eher wird die Mg-Wirkung in der Bildung einer Substrat- 
verbindung gesucht werden kénnen. Eine Art Substrataktivierung 
wurde auf Grund der Labilitét der Magnesiumverbindung der ATP 
bereits von Barrenscheen und Mitarb.}*) fiir méglich gehalten, 
anscheinend jedoch wieder fallen gelassen, als ,,Adenosintriphos- 
phatase“ unerwarteterweise durch Magnesium gehemmt wurde ?®). 
Kine ,auflockernde“ Wirkung ist fiir UP grundsitzlich in Be- 
tracht zu ziehen. Es zeigt sich aber, daf ihr Verhalten besser 
mit einer anderen Auffassung zu vereinen ist, der ,,ligatorischen“, 
die zu allen erérterten Anschauungen Briicken schligt***). Damit 
wiirde sich fiir den Spaltungsvorgang folgendes schematische Bild 





*) Lohmann hat allerdings Aktivierung der Muskelpyrophosphatase 
gefunden. Wie sie zustande kommt, ist unklar. UP ist gegen Phosphat, wenn 
es in méBigen Mengen zugesetzt wird, indifferent. 

Beispiel: Ansatz mit 335 y Gesamt-P; py 6,54; 30°; 1 Stunde-Enzym 
wie w. u. Reihe 1 mit Mg reichlich aktiviert (m/500), Reihe 2 partiell (m/2000). 


1. P zugesetzt 0x 10 20 7 40 y 

P Zuwachs 22,7 -- 21,0 7 22,7 7. 
2. P zugesetzt 07 10 y 20 7 40 

P Zuwachs 36,2 7 35,37 35,3 7 34,47. 


Zahlen beziehen sich auf '/, des Ansatzes. 


**) Dialyse gegen Leitungswasser kénnte nach Northrop [J. gen. 
Physiol. 13, 21 (1929)] leicht zu einer Anreicherung des Ca fiihren. Den 
unméglichen Fall angenommen, die Trockenpriparate bestiinden aus reinem 
CaCl,, wiirde sich im Versuchsansatz eine Ca-Konzentration von weniger 
als m/25000 ergeben. 

***) Vielleicht wird in dieser Weise auch die Wirkung anderer Akti- 
vatoren zu verstehen sein. Beispielsweise wiire das fiir Glutathion zu itiber- 
legen, das mit Aldehyden unter Thiolbildung reagieren kann. (Bersin, 
Erg. d. Enzymf. IV, 1985). Dort, wo es durch andere Stoffe verschiedenster 
Konstitution ersetzt werden kann, wirkt es wahrscheinlich als Komplex- 
bildner, vor allem wohl durch Enthemmung. In anderen enzymatischen 
Reaktionen wird seine Redoxwirkung (Steuerungshypothese von Wald- 
schmidt-Leitz) maBgebend sein. Zur Rolle eines Co-Fermentes der Milch- 
siurebildung aus Methylglyoxal hingegen, diirfte dieses Tripeptid durch seine 
doppelte Affinitaét zu dem Enzym, wie auch zum Substrat befiihigt sein. 
16* 
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916 Erwin Bauer, 


ergeben: Primir reagiert Substrat mit Mg. In der zweiten Phase 
erfolgt durch Vermittlung von Mg (Mg-Briicke) die Bildung einer 
Enzymsubstratverbindung, die sich in der dritten Phase im Sinne 
der EKulerschen Zweiaftinititstheorie durch Reaktion zwischen 
einer ,,basischen“ Haftstelle des Enzyms und einer ,,sauren“ des 
Substrats zu einem Ring zusammenschlieBt. Der RingschluB ist 
dann als unmittelbare Ursache des Substratzerfalles anzusehen. 

Die Bedingungen der pyrophosphatatischen Spaltung hat vor 
einiger Zeit Lohmann) untersucht, der zu folgendem Ergebnis 
gelangte: ,,Die Aufspaltung von anorganischer Pyrophosphorsiiure 
durch Muskel und Leberextrakte erfolgt nur in Gegenwart von 
Magnesium.... Das Maximum der Magnesium-Aktivierung wird bei 
einem Aquivalenzverhiltnis 2 Mg”: 1P,0,” >1 erreicht.« Auch UP 
ist bekanntlich ohne Mg vollkommen inaktiv'). In Ubereinstimmung 
mit den Lohmannschen Befunden zeigt sich eine weitgehende 
Abhingigkeit des Magnesiumbedarfes von der Substratkonzentration. 
Dagegen findet Lohmanns Angabe iiber das Aquivalenzverhiiltnis 
nur sehr eingeschrankte Bestatigung. Abgesehen von der Willkiir- 
lichkeit, mit der wegen des asymptotischen Verlaufes der Mg-Kurven 
eine Fixierung der Magnesiumkonzentration behaftet ist, hingt 
der Mg-Effekt betrichtlich vom p, ab. Dazu kommt weiterhin 
noch der Einflu8 der Substratverdiinnung, der bewirkt, daB geringe 
Substratkonzentrationen zur Vervollstindigung der Aktivierung 
verhiltnismaibig mehr Magnesium erfordern als gréBere. Beispiels- 
weise benétigte bei p,, 6,6, dem p,-Optimum der Pyrophosphatase, 
m/650-Substrat zur Vollaktivierung m/250-Mg; m/5000-Substrat 
war mit m/500-Mg noch nicht vollaktiviert, waihrend doch aut 
Grund der Lohmannschen Beziehung m/2000-Mg bei weitem 
hatte ausreichen miissen. Man wird daher annehmen diirfen, dai 
der ,,Lohmannquotient“ einen mehr zufalligen Charakter besitzt. 
Das um so mehr, als auch an UP bei hinreichend alkalischer 
Reaktion dieses Verhaltnis beobachtet, unter normalen Versuchs- 
bedingungen (Substratkonzentration, opt. p,,) aber nicht erreicht 
wird. Jedenfalls wire es unzuliissig, aus dem Quotienten auf die 
Notwendigkeit der Bildung einer biniren Mg-Verbindung schlieBen 
zu wollen. Die Abnahme der SpaltungsgréBe bei Uberschreitung 
einer bestimmten Substratkonzentration liBt sich vorderhand 
zwanglos aus der Annahme herleiten, dab sowohl die Mg-Substrat- 
verbindung als auch das Mg-freie Substrat zum Enzym Affinitiit 
besitzen. Wihrend aber das an die ,,saure“ Haftstelle iiber Magne- 
sium gebundene Pyrophosphat zum Ringschlu8 und damit zur 
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Spaltung befihigt ist, fehlt diese Méglichkeit fiir das Mg-freie, an 
der ,,basischen“ Haftstelle verankerte Substrat. Im Sinne dieser 
Ausfiihrungen sind schematisch folgende Gleichgewichte in Be- 
tracht zu ziehen: 


1. S--+ Mgtt <—> tMgS- 
2. E+ ++MgS- <—> +EMgS- <-> EC.” 
3. Et +8-- <-> -ES- 

E bedeutet hier UP, S Pyrophosphorsiiure. 

Wie ersichtlich, wird die Spaltungsgeschwindigkeit um so 
mehr abnehmen, je mehr Gleichung 3 in den Vordergrund riickt; 
das ist der Fall, wenn bei konstant gehaltener [Mg] die [S] ent- 
sprechend erhéht wird. 

Dieses Gleichungsschema*) liBt sich nicht allein mit den 
weiter unten wiedergegebenen Hemmungsversuchen gut vereinen, 
sondern vermittelt dariiber hinaus ihr tieferes Verstiindnis. Bei- 
splelsweise findet die geringere Affinitiit des vollaktiven Enzyms zu 
Fluorid ihre Rechtfertigung in der RingschluBtendenz der *EMgS- 
Verbindung. 

Uberpriift man die grofe Zahl der bisher beschriebenen 
Phosphatasen, dann scheint es zunichst, als ob die ligatorische 
Auffassung der Mg-Wirkung, wenn iiberhaupt, nur einen sehr 
beschrankten Geltungsbereich haben kénnte. In erster Linie wiirde 
die Existenz Mg-hemmbarer Phosphatasen eine Einschriinkung 
fordern!*), GewifB, es ist méglich, daB diese Enzyme eines 
ligatorischen Elementes nicht bediirfen und das Substrat direkt 
binden. Aber ebensowohl kénnte es sein, daB Magnesium oder 
ein stellvertretendes Element**) mit ihnen besonders fest verkniipft 
ist. Wie hartnackig Mg durch biologisches Material zuriickgehalten 
wird, belegen u. a. Erfahrungen von Jenner und Kay"), Loh- 
mann?!) und H. und E. Albers?}’). Man kénnte auch einwenden, 


*) Die Gleichung 2 lautet richtiger: 


tEMgS— 
Et 4 tMgs- <7 
k -ESMet ~7 \g 

Dadurch kommt die grundsitzliche Gleichwertigkeit der Haftstellen 
des Enzyms fiir die Substratbindung zum Ausdruck, was auch mit den 
Fluoridversuchen besser iibereinstimmen diirfte. Diese Gleichung wiire so- 
wohl mit einer ,,auflockernden“ Magnesiumwirkung im Sinne von Barren- 
scheen c. s. u. Albers, als auch mit der Erdmannschen Auffassung 
vereinbar. Vgl.dagegen die kolloidchem. Auffassung vonJenner u. Kay a.a.O, 
**) Vgl. die Fubnote *) auf 8. 213, ferner auch OhIlmeyer, Naturw. 25, 

293 (1937). 
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daB doch der Aktivierungsmechanismus durch mehrere Unter- 
suchungen im Sinne der bereits angefiihrten Immunisierung ge- 
klart erscheint. Aber ist nicht immer noch die Alternative mig- 
lich, da vollig Mg-freie und daher inaktive Nierenphosphatase 
bisher nicht erhalten werden konnte, was die Untersuchung des 
Aktivierungsmechanismus sehr erschwerte? Es soll keineswegs 
bestritten werden, da8B der Aktivierungsmechanismus im Falle der 
Nierenphosphatase auch in der Aktivierung der Phosphatabspal- 
tung besteht, bezweifelt wird lediglich, ob darin das Wesen des 
Vorganges zu erblicken ist. 


a. 


Beziiglich der Methodik sei auf die vorhergehende Arbeit verwiesen °) 
Als Substrat diente das Kahlbaumsche Natriumpyrophosphat pro analysi. 
Adenosintriphosphorsiure verdanke ich der Liebenswiirdigkeit Herrn 
Prof. Dr. C. L. Lautenschligers, Héchst, dem auch hier der herzlichste 
Dank zum Ausdruck gebracht sei. Alle iibrigen, den Versuchen zugesetzten 
Reagentien waren in der Qualitit pro analysi, mit Ausnahme des NaF, 
das ,,purum“ zur Anwendung gelangte. Als Enzympriiparat diente ein 
nachstehend dargestelltes Trockenpriiparat: Die wie iiblich bereitete Trocken- 
unterhefe wurde im Verhiiltnis 2:3H,O maceriert, der Saft durch Zentri- 
fugieren abgetrennt und in Cellophanhiilsen 24—48 Stunden gegen flieBendes 
Leitungswasser dialysiert. Hierauf folgte Acetonfillung (1:2Tle Ac.), Waschen 
mit Aceton, Aceton—-Ather, Ather und Trocknen im Vakuumexsiccator. Aus 
1 Liter Macerationssaft wurden so etwa 25 g Trockensubstanz als weibes, 
voluminéses Pulver erhalten, von dem 1 mg durchschnittlich 30 UPE*) ent- 
hielt. Durch Verreiben mit Wasser im Verhiiltnis 1:10 und Abzentrifugieren 
des Unléslichen wurde eine Stammlésung hergestellt, die unter Toluol im 
Eisschrank recht gut haltbar war. Die Aktivitit nimmt mit der Zeit aller- 
dings etwas ab. Knapp vor Anstellung der Versuche wird die Stammlésung 
1: 1000 verdiinnt und pro Versuch 1 cem verwendet. 

Ansatz: Gesamtvolumen 25 cem, enthaltend Veronalpuffer nach 
Michaelis entsprechend 5 cem Veronalacetat, MgCl,, Natriumpyrophosphat 
und Enzym. py 6,6-Versuchsdauer gewoéhnlich 1 Stunde bei 30° Ab- 
weichungen werden vermerkt. 

Pp-Messungen wurden in einem besonderen Ansatz mittels ,,Leifo‘- 
Colorimeters vorgenommen, ebenso die P-Bestimmungen nach Teorell. 
Filter 550. Das Instrument arbeitet rasch, exakt und ist empfehlenswert. 

Die in den Tabellen angefiihrten Spaltungszahlen beziehen sich immer 


auf 1/, des Gesamtansatzes. 


Stabilitat der UP im Reaktionsgemisch. [riihere Untersuchungen 
haben schon ergeben, daB UP ein verhiltnismiBig sehr bestiindiges 


*) UPE ist hier diejenige Enzymmenge, die unter den Versuchs- 
bedingungen (: py 6,6, m/500-Mg, 1 mg Pyrophosphat P/25 cem, 30° in 
1 Stunde) 100 y Orthophosphat freilegt. 
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Enzym ist*!®, Diese Versuche waren aber in Abwesenheit von 
Substrat angestellt, so daB die Méglichkeit eines andersartigen 
Verhaltens in Substratgegenwart nicht von der Hand zu weisen 
war. Wie aus Fig.1 hervorgeht, wirkt Magnesium nicht iiber eine 
Fermentstabilisierung. In Abwesenheit von Magnesium findet in 
Ubereinstimmung mit friiheren Befunden itberhaupt keine Spaltung 
statt, die bei Zusatz von Mg-Salz unvermittelt einsetzt. Eine 
Enzymschidigung findet nicht statt, denn die stiindliche Spaltungs- 
gréBe ist innerhalb der Versuchsfehler gleich, ob nun Mg-Salz in 
der Reaktionsmischung von vornherein zugegen war oder erst 
nach 1 Stunde zugesetzt wurde. Wie man weiter sieht, unterbricht 
m/1000 F eine im Gange befindliche Reaktion augenblicklich. Die 
10fach molare Menge Magnesiumsalz vermag keine Reaktivierung 
zu bewirken. 

Die absolute Unwirksamkeit der UP in Abwesenheit von Mg 
ist hauptsachlich ihrer Verdiinnung zu verdanken. Konzentrierte 
L. spalten selbstverstindlich ohne besonderen Mg-Zusatz, da es 
schwierig ist, ohne Enzymdestruktion Mg restlos zu entfernen. 

boy 
4) 











9 + r tf 
c Uf“den 


Fig. 1. 1mg P/25 ccm als Pyrophosphat. 


1. -———— m/1000 Mg. 

2. -—-—- ohne Mg; nach 1° MgCl, zu m/1000 zugefiigt. 

3. —-—— m/1000 MgCl,; nach 1" NaF zu m/1000 zugefiigt. 

4, ——-|~— m/1000 MgCl, + m/1000 NaF; nach 1" MgCl, zu m/100 zugesetzt. 
1,1 m/100 MgCl, + m/1000 F vom Versuchsbeginn ab. 


Beziehungen zwischen Substrat- und Magnesiumkonzentration. 
In der vorangegangenen Arbeit iiber UP war der KinfluB der 
Substratkonzentration auf die Kinetik des Enzyms bereits unter- 
sucht worden, allerdings nur zu dem Zweck, die Grundlage der 
vergleichenden Enzymmessung zu sichern, Im Einklang mit der 
Lohmannschen Angabe, da8 die Pyrophosphatspaltung nur vom 
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Verhialtnis [Mg]:[S] abhangt, wurde keine deutliche Abhingigkeit 
der Spaltung von der [S] beobachtet. Nach Tab. 1 ergibt sich 
nun die Bedingtheit der Lohmannschen Formulierung. Da sich 
die Aktivierungskurven iiberschneiden, gilt sie einigermaBen streng 
nur fiir ihren Kreuzungsbereich. 

Zum Verstindnis der Tabelle bedienen wir uns des deduktiven 
Verfahrens. Die weiter oben angefiihrten Gleichungen 2 und 8 
bestimmen durch ihr Ineinandergreifen die Spaltungsgeschwindig- 
keit. Wird ein sehr groBer Mg:S-Quotient vorausgesetzt, dann 
sind die Gleichungen 1 und 2 im Vordergrund. Substratzusatz 
bewirkt infolge des groBen Mg-Uberschusses eine Gleichgewichts- 
verschiebung von links nach rechts, die Spaltungsgeschwindigkeit 
nimmt zu. Gleichung 3 dominiert, wenn der Mg:S-Quotient ent- 
sprechend klein ist. In diesem Fall muB8 sich Substratzusatz 
erst recht nach Gleichung 3 auswirken; infolge Magnesiummangels 
ist nimlich eine bedeutende Steigerung der MgS-Konzentration 
nicht méglich, in der Konkurrenz um das Enzym obsiegt 8, die 
Spaltungsgeschwindigkeit nimmt daher ab. 


, 
Tabelle 1. 
Die Versuchsbedingungen sind bereits angegeben. Die einzelnen Versuchs- 
serien enthalten Natriumpyrophosphat entsprechend 335 bzw. 2680 7 Ge- 
samt-P in 25 ccm. 





ee y P 0, ) ~ P 0/ 

Molaritiit : Sol Pu we 10 
des Pu abgespalten in d. Versuchen mit d. Gesamt-P-Gehalt 
Magnesiums ee ae 
= 335 7 2680 v 
ae — — 6,51 48,1 9,0 
—- —— _ ; . 

*/250 e . ° . . ~~ a 48,1 9.0 
* I 500 ° 6,98 39,8 53 — 45,9 8,6 
; 2000 . . . = 24,2 36 14,5 2,1 
use fe 4 _— 11, 17 — i,3 | 1,4 
8000 — 2,0 8 6,69 4,0 | 0,7 
1 + 69 9 sibs aac | ga 








Bei eingehenderer Durchsicht der Tabelle fallen zuniichst 
die relativ groBen p,,-Diiferenzen auf, deren Ursache die geringe 
Pufferkapazitat der Michaelisschen Mischung ist. Die Reaktion 
zwischen Pyrophosphat und Mg-Salz vermehrt die [H'], in der 
Versuchsreihe mit 2680 7 P natiirlich besonders stark. Mit ab- 
nehmender Magnesiumkonzentration nimmt die [H’] von p,, 6,51 
bis p,, 6,69 stetig ab. Dadurch wird der Kurvenverlauf etwas 
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rkeit beeinfluBt. Die Differenz zwischen p,, 6,58 und 6,51 = 0,07, die 
sich fF den héchsten Kurvenpunkten entspricht, ist so gering, daB sie 
sich [ fir die Beurteilung der Abhingigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit 
reng [ yon der Substratkonzentration auBer acht gelassen werden kann. 
Zur Frage, warum frither diese Abhingigkeit der Spaltungs- 

ven gréBe von der Substratkonzentration wesentlich undeutlicher auf- 
nd 3 § getreten ist, wird auf Verschiedenheiten der Versuchsbedingungen 
\dig- hinzuweisen sein. Beispielsweise wurde hier als Mg-Quelle MgCl, 
lann ff an Stelle von MgSO, verwendet, weiter war der Variationsfaktor 
isatz der Mg-Konzentration 2, friiher 10 (Mg-Kurve). Die Intrapolation 
shts- war also verhiltnismibig unsicher und hat médglicherweise die 
rkeit kritische Konzentration ergeben (Kreuzungsbereich). Vielleicht 
ent- befand sich unter den speziellen Versuchsbedingungen die Kreuzungs- 
satz zone iiberhaupt héher. Jedenfalls wird das Ergebnis der ersten 
gels Arbeit, insbesondere die Sicherheit ihrer MeSfgrundlage, dadurch 
tion nicht beriihrt. Wie leicht gezeigt werden kann, an dieser Stelle 
die aber nicht belegt werden soll, ist der Umsatz selbst in unvoll- 


stiindig aktivierten Pyrophosphatasesystemen der Knzymmenge 
weitgehend proportional. . 


chs- Magnesiumkonzentration und p,,. Die in Fig. 2 zusammen- 
Ge- [— gefaBten Versuche liegen zeitlich nicht unerheblich auseinander 
und sind mit verschiedenen Enzymdarstellungen ausgefiihrt. Es 
kann daher mit ihrer Wiedergabe nicht die Absicht verbunden 
sein, ein zahlenmiBig korrektes Bild der Verhiltnisse zu ver- 
mitteln, sondern nur, den Sachverhalt qualitativ aufzuzeigen. 
Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Versuchsdaten so um- 
gerechnet, daB der in jeder Versuchsserie erreichte héchste 
) Spaltungswert gleich 100 gesetzt wurde. 
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Ansatz: 835 y Gesamt-P. Die Versuche: py 5,35 und 7,8 sowie 6,1 
und 7,6 gehéren je einer Versuchsserie an. 

Der Magnesiumbedarf, also diejenige Konzentration an 
Magnesiumsalz, die zur Erzielung maximaler Aktivitit erforder- 
lich ist, hingt ganz deutlich vom p,, ab. Diese Tatsache bietet 
die Méglichkeit, den Verlauf des sauren Astes der UP—p,,-Kurve ) 
zu deuten. Er wird bei Mg Konzentrationen, die nicht um all- 
zuviel yon den im p,,-Optimum zur Vollaktivierung des Enzyms 
ausreichenden abweichen, zum Teil durch die Dissoziation einer 
Mg-Verbindung bestimmt sein. 

Demnach kénnte auch das p,,-Optimum vom Mg:S-Quotienten 
und der Substratkonzentration abhingen. Voraussichtlich wiirde 
ein kleiner Mg: S-Quotient bewirken, dab die erwihnte Dissoziation 
sich schon mit kleinerer h bemerkbar macht; m. a. W. das p,- 
Optimum wiirde sich mit steigender Substratkonzentration nach 
alkalischer Reaktion zu verschieben scheinen. In diese Richtung 
deutet der kleine Ausschnitt aus zwei p,-Kurven in Fig. 3, der 
aber andrerseits auch zum Ausdruck bringt, wie geringfiigig die 
Unterschiede unter den vorliegenden Versuchsbedingungen sind. 


Nur in Verbindung mit Fig. 2 diirften sie reell sein. 














Fig. 3. 
f aeiaoce Brepertst Emon aec 

An Takaphosphatase hat Courtois’’) eine von der Substrat- 

konzentration abhiingige Ausbildung des p,-Optimums beobachtet. 

Vielleicht beruht sein Befund auf einem Ahnlichen Effekt. 

Bamann”) c. s. dagegen fanden eine starke Abhiingigkeit der 

p,-Kurven von der Art des verwendeten Puffers. Diese Erschei- 

nung hingt vermutlich mit der p,,-abhiingigen Afanitat bestimmter 

Puffermischungen zu Mg zusammen (vgl. E. Bauer, Diss. Deutsche 
Technische Hochschule in Prag). 
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Hemmung durch CaCl,. Sowohl die Muskelglykolyse als auch 
Muskelpyrophosphatase wird durch Calciumsalze gehemmt. Erstere 
Hemmung laBt sich durch Magnesiumsalze nach Lohmann 22) 
nicht zuriickdringen, fiir die Pyrophosphatase liegen diesbeziiglich 
keine Angaben vor. Aus Tab. 2 geht hervor, dai im System der 
UP von einem Antagonismus der Mg- und Ca-Ionen gesprochen 
werden kann, da sie sich gegenseitig verdriingen und die Spaltungs- 
geschwindigkeit in entgegengesetztem Sinn beeinflussen. Das 
gleichzeitige Vorkommen der beiden Elemente in den Zellen liBt 
eine Regulierung des Pyrophosphatstoffwechsels durch ihren Wider- 


streit méglich erscheinen. 


Tabelle 2. 


Ansatz mit 335 y Gesamt-P. und 0,0008 cem einer anderen Fermentlésung, 
die aber analog den vorhergehenden dargestellt war, 





Molaritit an Abgespaltenes Phosphat 

MgCl, CaCl, y P 0! 

— 3 */ 18000 0,0 0,0 

1000 ! , = 32 48 
: 000 | : 16000 11 16 

"/ 100 | 16000 27 40 
100 | — 32 48 

100 | we 30 45 





Der Konzentrationsunterschied zwischen Mg- und Ca-Salz 
ist bemerkenswert. 1 Atom Ca in Gegenwart von 16 Atomen 
Magnesium ist imstande, die Spaltungsgeschwindigkeit auf 1/, 
herabzusetzen, das hei8t also, die Konzentration der aktiven 
Enzymsubstratmolekiile erscheint um ?/, verringert. Ob dies 
darauf beruht, daB die Ca-Substratverbindung zum Enzym wesent- 
lich stiirkere Affinitiit besitzt, zur Spaltung aber nicht befiahigt 
ist, oder aber auf der geringen Dissoziation des ,,Ferment- 
phosphates“ (Albers) kann zunichst nicht entschieden werden. 
Unzweifelhaft ist der Angriffspunkt beider Elemente im UP-System 
der gleiche. Mit Riicksicht auf die im ersten Teil dieser Arbeit 
besprochene Auffassung der UP-Spaltung wiirden beide Méglich- 
keiten in die Frage zusammenlaufen, wie sich durch den Austausch 
von Mg gegen Ca die Dissoziationskonstanten der Ringvalenzen 
‘indern. 


Adenosintriphosphorséure und Pyrophosphatase. Adenosintri- 
phosphorsiiure ist nach Lohmann?!) als Pyrophosphorsiure- 
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derivat aufzufassen und ebenso nach Satoh?*). Dieser Autor 
fand, dafi saure Monoesterase durch ATP gehemmt wird. 
UP wird gleichfalls durch ATP gehemmt. Aus Tab. 3 geht her- 
vor, daB diese Hemmung auf der Konkurrenz zwischen Pyro- 
phosphorsiiture und ATP um den Aktivator beruht. Hemmung 
einer ,,Monoesterase“ durch Cozymase, die neuerdings als Pyro- 
phosphorsiurederivat erkannt worden ist*), hat auch Albers?®) be- 
schrieben, jedoch wahrscheinlich gemacht, daB8 der Effekt auf 
Beimengung eines SH-K6rpers zu beziehen ist. Dagegen wurde 
a-Glycerophosphatase auch durch hochgereinigte Cozymase, in 
Mengen, die dem Versuch der Tab. 3 entsprechen, gehemmt**. 
Obgleich eine Analyse der Erscheinung nicht vorgenommen wurde, 
wird man sie héchstwahrscheinlich auf Affinitit der Cozymase 
zu Mg zuriickfiihren diirfen. Méglicherweise ist Mg das Binde- 
glied, mit dessen Hilfe sich mehr oder weniger spezifische Phos- 
phatasen mit Cozymase verbinden und ihren Umbau bewirken, der 
mit ihrer Funktion zusammenzuhiingen scheint. 

Die Hemmungswirkung der ATP legt auch die Spezifitiits- 
frage der UP nahe, namlich das Problem, warum das Ferment 
selbst in Gegenwart von reichlichen Mg-Mengen nicht imstande 
ist, aus ATP, also einer’ substituierten Pyrophosphorsiure, 
anorganisches Phosphat abzuspalten® **), Sollte das mit der allzu- 
sroBen Belastung der zweiten Haftstelle der ATP durch den 
organischen Rest und mit einer Erhéhung der Dissoziations- 
konstante der ihr entsprechenden Ringvalenz zusammenhiingen? 
Die Bearbeitung dieser Frage ist vorgesehen. 


mn 
Tabelle 3. 
Ansatz wie vorstehend: py 6,5. 
ATP wurden 2,7 mg pro Versuch angewendet. 





P-Zuwachs 


Na-Pyro- . , 
ATP A Na- Molaritiit oe - 2 amen 

p ii enel y P | a 

— ss : 2000 23,4 35 

a ini ‘ 9000 0,0 O 

if 7 . 2000 10,5 16 

_ - — 34,6 52 

+ vl : 200 0,0 0 

+ + /s00 34,6 52 











Mit m/2000 Mg ist die UP nicht vollaktiviert. Die Anwendung gréBerer 
Mg-Mengen hiitte auch die Erhéhung der ATP-Menge nach sich gezogen. 


*) Schlenk und Euler, Naturw. 24, 794—795 (1936); Euler und 
Schlenk, Diese Z. 246, 64 (1937). **) Unveroffentlicht. 
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Hemmung durch NaF. Die starke Giftwirkung des Fluorids 
geht bereits aus Fig. 1 hervor. Fig. 4 verkniipft diese Wirkung 
mit dem Aktivierungszustand des UP-Systemes. Wihrend voll- 
aktivierte Ansitze, nimlich solche, die auf eine Vermehrung der 
Magnesiumsalzkonzentration nicht mehr deutlich reagieren, mit 
geringfiigigen Fluoridgaben schon deutliche Verringerung der 
SpaltungsgréBe zeigen, ist dies in partiell aktivierten Systemen 
erst bei héheren Fluoridkonzentrationen der Fall. Das Fluorid 
scheint also das inaktive Ferment bevorzugt aufzusuchen; erst 
wenn diese Angrifispunkte besetzt sind, wird auch die aktive Ferment- 
substratverbindung angegriffen, was sich in einer Abnahme der Spal- 
tungsgeschwindigkeit zu erkennen gibt. Die Fluoridhemmung ist 
reversibel. Sie kann jedoch nicht, wie das bei der Ca-Hemmung 
der Fall ist, durch alleinige Erhéhung der Mg-Konzentration zuriick- 
gedringt werden. Vollaktivierte, aber fluoridvergiftete UP-Systeme 
werden auch durch hohe Mg-Zusitze nicht reaktiviert. Vielmehr 
ist es nétig, auch die Substratkonzentration zu erhéhen. In Uber- 
einstimmung damit zeigt Fig. 5, daB substratreiche Ansiitze gegen 
Fluorid erheblich widerstandsfihiger sind als substratarme, voraus- 
gesetzt natiirlich, daf geniigend Magnesiumsalz vorgegeben ist. 
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von Fluorid wieder, die Fluoridkonzentration entspricht etwa dem Be- 

















5 6 -logly sp 4.0 5,0 -10g C hz 
Fig. 4. Fig. 5. 

1. 338 y/25 ccm Substrat P m/1000 MgCl,. 1. 2680 y P/25 ccm =a. 

2. 3387/25 cem Substrat P m/5000 MgCl, 2. 335y P/25 ccm } m/500-MgCl,. 


Tab. 4 gibt den zeitlichen Verlauf der Spaltung in An- und Abwesenheit 
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riihrungspunkt der Kurven in Fig. 4. Der gekriimmte Kurvenverlauf der 
Fluoridversuche hiingt offenbar mit der wihrend der Reaktion eintretenden 
Verminderung der Substratkonzentration zusammen. Dadurch tritt der 
Fluorideffekt mehr und mehr in Erscheinung. 


Tabelle 4. 


Ansatz mit 335 y Gesamt-P. py 6,6. 























x 30! 60’ —_ 120’ : 

" | yP | 7 P 1, a 7 + | °/o 
1 ~ m/1000-Mg oe 21,1 | 81 ” 39,5 | 59. bia _ 
2} m/5000-Mg. . —- ! = 24,2 | 86 a 6 6| CUO 
e] miooome: Hoo as | awe | a | — | — 
‘| Boot — | — fase | 2 | ana | 89 


Anm.: Wihrend dieses Manuskript druckfertig vorliegt, erscheint 
eben eine Arbeit von Bamann und Salzer zu demselben Thema 
(Ber. 70, 1263 (1937). Die beigebrachten experimentellen Daten 
stehen, soweit sich bis jetzt beurteilen lift, mit der hier ver- 
suchten Auffassung nicht im Widerspruch. 
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Glutaminsaure-dehydrase aus Hefe. 
Von 
H. y. Euler, E. Adler und T. Steenhoff Eriksen. 
Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Juni 1937.) 


Glutaminsiiure wird durch lebende giirende Hefe zu Bernstein- 
siure abgebaut, wie F. Ehrlich?) gezeigt hat. Neuberg und 
Ringer?) haben dann nachgewiesen, daB der erste Schritt dieses 
Abbauvorganges eine Desaminierung der Glutaminsiure zu Keto- 
elutarsiure ist; die Durchfiihrung dieser Kinleitungsreaktion war 
jedoch nur mit lebender Hefe gelungen, wihrend die von der 
Ketoglutarsiure zur Bernsteinsaiure fiihrenden Teilreaktionen auch 
in zellfreien Hefeextrakten zustande kamen. 

Kine Dehydrierung von Glutaminsiure wurde in der Folge- 
zeit von verschiedenen Autoren *) sowohl unter dem EjinfluB tierischer 
wie pflanzlicher Gewebe und Gewebeextrakte beobachtet, wobei 
allerdings nicht immer Klarheit dariiber erhalten wurde, ob der 
mittels Messung der Sauerstoffzehrung oder Methylenblauentfarbung 
festgestellten Donatorwirkung der Glutaminsiiure eine oxydative 
Desaminierung oder etwa eine Dehydrierung an der Kohlenstoff- 
kette zugrunde liege. EKinen Beweis dafiir, da’ der Hauptweg 
des Glutaminsiureabbaues im Tierkérper die oxydative Desami- 
nierung ist, lieferten die Arbeiten von H. Krebs‘), dem es gelang, 
mit Nierenschnitten aerob Glutaminsiure in Ketoglutarsiure iiber- 
zufiihren. 


*) XIII. Mittlg. vgl. Euler, Adleru. Kyrning, Diese Z. 242, 215 (1936). 

1) Biochem. Z. 18, 291 (1909). 

*) Biochem. Z. 71, 226 (1915); 91, 131 (1918). 

8) Beziiglich der Literatur sei auf die Darstellung von W. Franke 
in H.v. Euler, Chemie der Enzyme II, 3, Miinchen, Bergmann 1934, 
verwiesen. 
4) Diese Z. 218, 157 (1933). 
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Die Dehydrierung der Glutaminsiiure interessierte uns nicht 
nur wegen der besonderen Stellung dieser Aminosiure in Aufbau- 
und Abbaureaktionen, sondern auch unter dem Gesichtspunkt des 
enzymatischen Mechanismus der Dehydrierung. Uber isolierte 
Aminosiiuredehydrasen und die Komponenten ihres Enzymsystems 
ist bisher nur wenig bekannt. Krebs®) fand Nierenextrakte fahig 
zur Oxydation von einfachen Aminosiiuren zu Ketosiiuren durch 
Sauerstoff; die Reaktion war unempfindlich gegen Cyanid. Keilin 
und Hartree*®) konnten die Bildung von Wasserstoffsuperoxyd 
bei dieser Reaktion nachweisen; iiber die Notwendigkeit eines 
Co-Enzyms oder eines Wasserstoffiibertrigers wurde jedoch keine 
Entscheidung getroffen. N. B. Das‘) hat fiir die Prolindehydrase 
aus Niere einen auch in Hefe vorkommenden Aktivator beschrieben, 
der jedoch mit den bekannten Codehydrasen nicht identisch war. 

Nicht nur beziiglich der ausgesprochen besseren Donator- 
eigenschaft war die Glutaminsiure bei friiheren Untersuchungen %) 
wiederholt gegeniiber anderen Aminosiuren hervorgetreten, sondern 
es wurden an der Glutaminsiiuredehydrierung auch schon Beob- 
achtungen iiber die Beteiligung eines Co-Enzyms gemacht. So konnte 
B. Andersson §) zeigen, daB in Weizensamenextrakten das an sich 
schwache Donatorvermégen der Glutaminsiure durch Zusatz von 
Cozymaseliésung betrichtlich gesteigert wird, und C. G. Holm- 
berg®) kam bei Anwendung von Pferdemuskelextrakten zu dem 
gleichen Ergebnis. 

Wie bei unseren friiheren Studien iiber Dehydrasesysteme 
war es nun von Interesse zu entscheiden, ob Codehydrase I 
(Cozymase) oder Codehydrase II (Warburgsches Co-Ferment) das 
spezifische Co-Enzym der Glutaminsiuredehydrase sei: in den von 
Andersson bzw. Holmberg seinerzeit verwendeten Cozymase- 
lésungen waren, wie wir jetzt mit Sicherheit annehmen diirfen, 
beide Codehydrasen enthalten ?°). 

Wir fanden eine Glutaminsiure-apodehydrase in Dehydrase- 
‘Trockenpriparaten, die durch Acetonfillung aus Hefemacerations- 
saft!1) gewonnen waren, sowie in mittelreinen Praparaten von Flavin- 
enzym (,gelbem Ferment“), dargestellt nach Warburg und 





5) Diese Z. 217, 191 (19383). 

6) Proc. Roy. Soe. Lond. 119, Nr. 813, 114 (1936). 

*) Biochemic. J. 30, 1080 (1936). 8) Diese Z. 217, 186 (1933). 
%) Akad. Avhandl., Lund (1933). 

1 Kuler u. Adler, Diese Z. 238, 233 (1936). 

1) Euler u. Adler, Diese Z. 226, 195 (1934). 
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Christian’’), Es zeigte sich, daB die Glutaminsiure-apo- 
dehydrase aus Hefe durch Codehydrase II, nicht aber 
durch Cozymase, zur Holodehydrase erginzt wird. Damit 
ist ein neues Codehydrase I[-spezitisches Dehydrasesystem aut- 
gefunden. Wihrend gefunden wurde, daB die Mehrzahl der bisher 
untersuchten Apodehydrasen [Alkohol-, Milchsiiure-, Apfelsiure-, 
Triosephosphat-, Glycerinphosphat-'*), Ameisensiiure - apodehy- 
drase}*)] sich spezifisch mit Codehydrase I (Cozymase) zur Holo- 
dehydrase verbinden und die Cozymase als wasserstoffiibertragendes 
Co-Enzym bei Girung?!*) und Glykolyse!*) erkannt wurde, schien 
der Wirkungsbereich der Codehydrase II wesentlich schmiler zu 
sein. Seit der Auffindung der Codehydrase II-Spezifitiit der Hexose- 
monophosphatdehydrase’®) waren nur zwei weitere Dehydrasen 
bekannt geworden, die mit Codehydrase II wirksam sind: die 
Glucosedehydrase aus Leber, die allerdings auch durch Codehy- 
drase I aktiviert wird!"), sowie die Dehydrase, welche das Dehy- 
drierungsprodukt der Hexosemonophosphorsiure, niimlich die 
6-Phosphogluconsiiure, weiter dehydriert zu 6-Phospho-keto- 
gluconsiure !°), 

Die neuaufgefundene Codehydrase Il-spezifische Apodehydrase 
aus Hefe ist, soweit wir bisher sehen kénnen, spezifisch auf Glutamin- 
siiure eingestellt. Hexosemonophosphat, Milchsaiure, Apfelsiure, 
Citronensiiure werden durch sie nicht angegriffen, und auch alle 
bisher untersuchten anderen Aminosiiuren sind als Donatoren 
ungeeignet. Man wird nicht fehlgehen, wenn man annimmt, dab 
die Ausriistung der Zelle mit einer auf Glutaminsiure spezifisch 
eingestellten Dehydrase auf eine besondere Stellung dieser Amino- 
siiure bei den abbauenden und aufbauenden Vorgiingen des Kohlen- 
hydrat- und EKiweiBstoffwechsels hindeutet. Es wird von Interesse 
sein, die Wirkungsweise der Glutaminsiiuredehydrase niiher kennen- 
zulernen, und insbesondere zu untersuchen, ob diese in der Zelle 
auch an dem umgekehrten Vorgang, der Bildung von Glutamin- 
siure aus ihrem Dehydrierungsprodukt, teilnimmt. 


#2) Biochem. Z. 266, 377 (1933). 

13) Vgl. Dehydrasesysteme XV. Mittlg., Diese Z., im Druck. 

4) Vgl. Dehydrasesysteme XVI. Mittlg., Diese Z., im Druck. 

5) Kuler, Adler u. Hellstrém, Diese Z. 241, 239 (1936). 

*) Euler, Adler, Giinther u. Hellstrém, Diese Z. 245, 217 (1936): 
Meyerhof u. Ohlmeyer, Biochem. Z. 290, 334 (1937). 

17) N. Das, Diese Z. 238, 269 (1936). 

**) F.Lipmann, Nature(Lond.) 138,588 (1936); Warburgu.Christian, 
Biochem. Z. 287, 440 (1936); F. Dickens, Nature (Lond.) 138, 1057 (1936). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVIII. 17 
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Versuche. 

Wir gingen urspriinglich von der Absicht aus, die Codehydrase- 
Spezifitat der von Andersson§) in Weizensamenextrakten nach- 
gewiesenen Glutaminsiuredehydrase zu untersuchen. Im System 
Glutaminsiiure + Enzymlésung + Flavinenzym erfolgte im Thun- 
bergversuch keine Methylenblauentfirbung, auch nicht nach Zusatz 
von reiner Cozymase. Dagegen trat Entfiirbung ein, wenn das 
System statt durch Cozymase durch Codehydrase II-Priiparate aus 
Hetfe ergiinzt wurde. Erstaunlicherweise blieb die Entfirbungszeit 
die gleiche, wenn im Kontrollversuch die Enzymlésung aus Weizen- 
samen fortgelassen wurde. Die anderen Komponenten des Systems 
waren fiir das Zustandekommen der Methylenblauentfairbung un- 
entbehrlich, wie aus Tab. 1 hervorgeht. 


Tabelle 1. 
Glutaminsiuredehydrierung 
durch Hefeenzym und Codehydrase II. 
Flavinenzympriparat A, 40 mg/cem (Darstellung vgl. unten). — Codehydrase II 
aus Hefe'*) 10 mg/eem, im System der Robisonester-Dehydrierung auf 
Wirksamkeit gepriift. — d-Na-Glutaminat 0,5-mol. — Phosphatpuffer 0,5-mol., 
Pu= 7,6. — Methylenblau 0,02°/,. Versuchstemp. 30°. — Thunbergmethodik. 





4 ..|Glutamin-} Codehy- | Flavin-] pig. | w. Methylen-| Entfiir- 
- : er asser ; 
Ci siiure drase II | enzym blau bungszeit 
- ecm ccm ecm ecm ecm ecm Minuten 

1 0,25 0,25 0,25 | 0,25 | 0,25 0,25 29 

2 — 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 > 180 

3 0,25 -— 0,25 0,25 0,25 0,25 >180 

4 0,25 0,25 “ 0,25 | 0,25 0,25 > 180 

Cozymase 
5 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 >180 























Zur Erklirung des voranstehenden Versuches gab es u. a. 
die folgenden 2 Méglichkeiten: 

1. Die Dehydrierung der Glutaminsiiure erfolgte nichtenzy- 
matisch durch einen im Codehydrase [l-Praiparat enthaltenen 
(thermostabilen) Stoff. Flavinenzym war notwendig, um den von dem 
unbekannten Stoff aufgenommenen Wasserstoff auf das Methylen- 
blau zu ibertragen. 

2. Das Flavinenzym-Priparat enthielt neben dem Flavinenzym 
noch ein weiteres, fiir den Angriff der Glutaminsiure notwendiges 
Enzym, vermutlich eine Apodehydrase, die durch Codehydrase U 


1%) Sehlenk u.Gleim, Svensk Kem. Tidskr., im Druck. 
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zur Holodehydrase ergiinzt wird. Der Wasserstoff der in der 
ersten Reaktionsphase gebildeten Dihydro-codehydrase wird durch 
das Flavinenzym auf das Methylenblau iibertragen. 

Es konnte bewiesen werden, dab die zweite Méglichkeit zu- 
trifft, und somit ein normales Dehydrasesystem vorliegt. Die 
folgenden Versuche sollen den Beweis fiir die Notwendigkeit und 
das Zusammenwirken der Komponenten des aus Hefe gewonnenen 
Systems erbringen, sowie die bisher gesammelten Erfahrungen 
iiber die Kigenschaften des neuen Dehydrasesystems wiedergeben. 


1. Die Apodehydrase. Im Versuch zu Tab. 1 war die einzige 
Komponente, die hochmolekulare Stotie enthielt, das Flavinenzym- 
Priiparat. Es ergab sich nun, daf nicht alle Flavinenzym-Priiparate 
im obigen Glutaminsiiure-System gleich wirksam waren. Von 
sechs im hiesigen Institut dargestellten Priparaten erwiesen sich 
im Glutaminsiiuresystem drei als wirksam, eines als sehr wenig 
wirksam und zwei als véllig unwirksam. 

Die Darstellung der Flavinenzym-Priparate fiihren wir nach den An- 
gaben von Warburg und Christian’) bis einschlieBlich der ,,Chloroform- 
Reinigung“ aus. Ausbeute und Reinheitsgrad werden weitgehend von der 
Art und Weise beeinflubt, wie die erste Bleifiillung des Lebedewsaftes 
vorgenommen wird. Fiillt man mit der eben nétigen Menge Bleisubacetat, 
so geschieht es hiufig, da8 das Endprodukt grobe Mengen Apodehydrase, 
insbesondere Alkoholdehydrase, enthilt. Um dies zu vermeiden, fiillen wir 
mit einem Uberschub von 30—40 cem Bleisubacetat; ein gréBerer Uberschu8 
kann erhebliche Verluste an Flavinenzym mit sich fiihren. Ein Flavinenzym- 
Priiparat, welches noch Alkoholdehydrase enthiilt, kann auf folgende Weise 
davon befreit werden: Man versetzt die Lésung (z. B. 5g des nach der 
,.Chloroformmethode“ erhaltenen Produktes, gelést in 200 cem Wasser) mit 
20 eem Bleisubacetat D.A.B.6, wobei keine Fiillung auftritt, und fillt das 
Blei mit iiberschiissigem 0,5 m-Na,HPO, wieder aus. Die Alkoholdehydrase 
wird vollstiindig an die Fiillung adsorbiert; die tiberstehende Lésung wird 
griindlich dialysiert, und das Flavinenzym mit Aceton unter Einleiten yon 
CO, gefallt. 

Die verschiedene Wirksamkeit der Flavinenzympriiparate im 
Glutaminsiiuresystem beruht auf der Anwesenheit oder dem Fehlen 
eines hochmolekularen, thermolabilen Bestandteils der Priparate, 
der nicht identisch ist mit Flavinenzym selbst. Dies geht aus 
Tab. 2. hervor. 

Flavinenzym-Priparat B enthielt die zur Glutaminsiure-Dehy- 
drierung notwendige thermolabile Komponente, Flavinenzym- 
Priparat C enthielt diese Komponente nicht. 

Tab. 3 zeigt den Nachweis der Glutaminsiure-apo- 
dehydraseinAlkoholdehydrase-Priparaten aus Lebedewsatt. 


” 
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Tabelle 2. 


Glutaminsiiure-apodehydrase 
in Flavinenzym- Priparaten aus Hefe. 
Flavinenzym, Priiparate B und C, von gleicher Konzentration (40 mg/ccm). 
Die iibrigen Lisungen wie zu Tab. 1, jedoch reineres Codehydrase II- 
Priparat. Jeder Ansatz enthilt 0,25 ccm Glutaminsiure, 0,25 cem Co- 
dehydrase II-Lisung, 0,25 cem Puffer und 0,25 ccm Methylenblau. In der 
Tabelle ist nur der Zusatz der Flavinenzym-Lésungen angegeben. 





Versuch Flavinenzym B Flavinenzym C | Entfarbungszeit 
Nr. eem ecm Minuten 
1 0,25 wa 8 
2 ade 0,25 > 180 
3 0,25 0,25 3 
4 0,25 0,25 >180 
(5 Min. auf 80° erhitzt) 











Tabelle 3. 
Glutaminsiure-apodehydrase 
in Aceton-Trockenpriparaten aus Lebedewsaft. 
Apodehydrasen: Acetonfraktionen aus Lebedewsaft, LI, LIT und LIII (vgl. 
Anm. 15), 30 mg/eem. — Flavinenzym: Priparat C (frei von Glutaminsiiure- 
apodehydrase). — Codehydrase I (reine Cozymase): 1 mg/eccm. — Alle tibrigen 
Komponenten und Zusammensetzungen der Reaktionsmischung wie zu Tab. 1 
und 2. Kontroliversuche ohne Zusatz von Substrat oder Codehydrase waren 
negativ und sind nicht in die Tabelle aufgenommen. 




















Ver- |Glutamin- Flavin-| Enttiir- 
such siiure Apodehydrase Codehydrase enzym | bungszeit 
Nr. ecm eem | Minuten 
1 0,25 0,25 eem LI 0,25 cem Cod. II 0,25 60 
2 0,25 0,25 eem LI 0,25 eem Cod. II _— 92 
3 0,25 0,25 cem LIT 0,25 eem Cod. II 0,25 23 
4 0,25 0,25 eem LIT 0,25 eem Cod. Il _ 26 
5 0,25 0,25 cem LII 0,25 ecem Cod. II 0,25 >180 
(hitzeinaktiviert) 
6 0,25 0,25 eem LII 0,25 eem Cod. I 0,25 105 
7 0,25 0,25 eem LITI 0,25 cem Cod. II 0,25 135 


(Zur Darstellung der Apodehydrase-Priiparate zu Tab.3 vgl. Anm. 15, 
und zwar 8. 262). 


Die Glutaminsiiure-apodehydrase fillt offenbar ebenso wie die 
Alkoholdehydrase in der zweiten Acetonfraktion aus; in der ersten 
konnte nur wenig, in der dritten fast gar keine Wirksamkeit 
gefunden werden. Die Wirksamkeit der Dehydrase geht beim 
Erhitzen verloren; die Codehydrase IJ kann nicht durch reine 
Cozymase ersetzt werden. 
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Der Gehalt der mittleren Dehydrasefraktion an Glutamin- 
siure-apodehydrase ist geringer als der des Flavinenzym-Pripa- 
rates B (vgl. Tab. 2). Man kann also annehmen, dab wihrend des 
Reinigungsganges des Flavinenzyms eine Anreicherung der Apo- 
dehydrase erfolgt, falls diese nicht durch die einleitende Bleifallung 
entfernt worden war. Die systematische Reinigung der Apodehy- 
drase soll demniichst in Angriff genommen werden. 

Die angewandten Flavinenzym-Priparate, welche Glutamin- 
siure-apodehydrase enthielten, waren frei von Alkohol- und Robison- 
ester-apodehydrase. Die Glutaminsiure-apodehydrase ist also von 
den beiden letzteren Apodehydrasen verschieden. 


2. Die Codehydrase. Obgleich wir chemisch reine Codehydrase IT 
bisher auf ihre Wirksamkeit noch nicht priifen konnten, sprechen 
doch alle Versuche dafiir, daB in den mehr oder weniger unreinen 
Praparaten, die uns zur Verfiigung standen, nichts anderes als 
Codehydrase II zur Wirkung kam: 

a) Bei zahlreichen Codehydrase II-Priiparaten aus Hefe, die wir Herrn 
Dr. Schlenk verdanken, ging die Wirksamkeit im Robisonester- und im 
Glutaminsiure-System weitgehend parallel. Auf die Wiedergabe der Ver- 
suchszahlen kann hier verzichtet werden. 

b) Der in den Codehydrase II-Priparaten enthaltene Aktivator zeigte 
die fiir Codehydrase II (ebenso wie fiir Cozymase) charakteristischen Stabi- 
lititseigenschaften beim Erhitzen bei verschiedenem py): bei 10 Minuten 
langem Erwirmen auf 100° bei schwach saurer Reaktion blieb die Wirk- 
samkeit fast voll erhalten, gleiche Behandlung bei py = 6 verminderte sie 
auf die Hilfte, wihrend bei py = 10 die Aktivitit vdllig vernichtet wurde. 

c) Eine Reihe von Substanzen, deren Anwesenheit in unreinen Co- 
dehydrase-Priparaten vermutet werden kann, erwies sich als unwirksam: 
SS- und SH-Verbindungen wie Cystin und Glutathion, Nucleotide wie 
Adenylsiure, Adenosindi- und Adenosintriphosphorsiure. Mit negativem 
Resultat wurden an Stelle der Codehydrase II-Priiparate ferner gepriift: 
Nicotinsiiureamid-chlormethylat, Ascorbinsiiure, Fe!- und Fe'-Salz, Kom- 
bination von Ascorbinsiure und Fe!!-Salz sowie Manganosalz. 


d) Hin aus Pferdeblutzellen dargestelltes Priparat von Codehy- 
drase II war wm Glutaminsiuresystem hochwirksam. Der Rein- 
heitsgrad dieses Priparates war [nach der von Warburg, Christian 
und Griese*!) angewandten Bezeichnungsweise)| R = 0,5. 

Erwartungsgemi8 erwies es sich als gleichgiiltig, ob die Apo- 
dehydrase in Form eines Flavinenzympriparates (z. B. Priiparat B) 


*) Warburg u. Christian, Biochem. Z. 254, 440 (1933); Euler, Adler, 
Schlenk u. Giinther, Diese Z. 233, 120 (1935); Euler u. Giinther, 
Svensk. Kem. Tidskr. 47, 285 (1935). 
21) Biochem. Z. 282, 157 (1935). 
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oder eines ,,Alkoholdehydrase“-Priparates angewandt wurde. In 
beiden Fiillen wurde das System im ‘Thunbergversuch durch 
Zusatz von 50 y des Priiparates aus Blutzellen maximal aktiviert. 
Kontrollversuche mit hitzeinaktivierter Apodehydrase oder unter 
Weglassung von Substrat waren negativ. 

e) Kinen endgiiltigen Beweis fiir die Mitwirkung der Codehy- 
drase IT als prosthetische Gruppe der Glutaminsiure-apodehydrase 
stellt der spektrometrische Versuch dar. Wird nimlich Co- 
dehydrase II mit der Apodehydrase und Glutaminsiiure gemischt. 
so bildet sich in der Lésung die fiir die Dihydro-Codehydrasen 
charakteristische Absorptionsbande mit dem Maximum 
340 mu aus; wir haben sie mit Hilfe der Quecksilberlinie 334 mu 
spektrometrisch gemessen. Die Extinktionssteigerung hort aul, 
wenn die eingesetzte Codehydrase zum gréBten Teil hydriert ist; 
die Bande verschwindet beim Ansiiuern der Lisung, in Uberein- 
stimmung mit der Siurelabilitit?’) der Dihydro-cofermente. Wurde 
Cozymase an Stelle der Codehydrase II verwendet, so erfolgte 
nicht der geringste Anstieg der Absorption, wie aus den Ergeb- 
nissen der Thunbergversuche zu erwarten war. 

Kin typischer Versuch, bei dem das oben erwihnte Codehy- 
drase I[-Priiparat aus Blutzellen zur Verwendung kam, sei be- 
schrieben (vgl. Fig. 1), Herrn Dr. H. Hellstrém danken wir bestens 
fiir die Ausfiihrung des Versuches. 

0,6 cem 0,5 m-Glutaminsiivre-Na-Salz, 0,5 ccm m-Phosphatpuffer, py = 7,7 
und 2cem Wasser wurden in der Absorptionskiivette gemischt; nach Messung 
der Absorption (lichtelektrisch im Doppelmonochramator, Hg-Linie 334 my) 
wurden 0,4 cem Codehydrase II, entsprechend 0,2 mg vom Reinheitsgrad 0,5 
zugesetzt, und die Extinktion abermals gemessen. Nach Zusatz von 0,1 ccm 
Flavinenzym-Priparat B (welches die Glutaminsiiure-apodehydrase enthiit) 


wurde ein kontinuierlicher Anstieg der Extinktion beobachtet, der 
nach etwa 15 Minuten ein Maximum erreichte. Diese Phase des Versuchs 
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Fig. 1. Bildung von Dihydro-Codehydrase if 
bei der Dehydrierung von Glutaminsiure durch spezifische Apodehydrase + Codehydrase IT. 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XIV. 


ist in Fig. 1 dargestellt. Unter der Annahme, dab das verwendete Codehy- 
drase I]-Priiparat 50°/,ig ist, wiirde sich bei vollstiindiger Hydrierung, d. h. 
bei vollkommen nach rechts verschobenem Gleichgewicht (vgl. untenstehende 
Gleichung) eine Extinktion « = 0,32 erwarten lassen, wiihrend die Extinktion 
in unserem Versuch den Wert ¢ = 0,27 erreichte. Der Versuch wurde unter 
Stickstoff ausgefiihrt, um eine Reoxydation der gebildeten Dihydro-codehy- 
drase durch das mit der Apodehydrase zugesetzte Flavinenzym zu vermeiden. 

DaB es sich bei der neugebildeten, bei 334 mu absorbierenden Substanz 
nicht etwa um reduzierte Cozymase handeln kann, wurde dadurch bewiesen, 
dab nach Zusatz von 0,1 ccm Alkoholdehydrase aus Hefe und 0,1 ccm 
0,5 m-Acetaldehyd kein Abfall der Extinktion eintrat. Dihydro-cozymase 
hiitte unter dem EinfluB dieser beiden Komponenten reoxydiert werden 
miissen ?»), 

Die Versuchsmischung wurde nun durch 5 Minuten langes Erhitzen 
auf 80° enteiweibt, klarfiltriert, und die Extinktion der Lésung erneut ge- 
messen. Wurde jetzt die Lisung durch Zusatz von 0,2 cem 4n-HCl an- 
gesiiuert (py = 2), so trat ein rascher Abfall der Extinktion ein, 
dessen GréBe dem vorher gemessenen Anstieg ziemlich genau entsprach. 

Nach diesen Versuchen kann es kaum mehr einem Zweifel 
unterliegen, daB Codehydrase II in bekannter Weise als prosthe- 
tische Gruppe der in den Enzympriiparaten aus Hefe vorkommenden 
spezifischen Glutaminsiiure-apodehydrase (D°) fungiert, und dab 
die erste Reaktionsphase der Dehydrierung wiederzugeben ist 
durch das Schema 
Glutaminsiure + DS—Co"! = Dehydrierungsprodukt -+- DS°—Co"H,,. 


Hier sei noch kurz eine Beobachtung mitgeteilt, deren weitere Verfolgung 
von grofem Interesse sein diirfte. Das oben verwendete Co-dehydrase II- 
Priiparat war frei von Cozymase, da es im System Alkohol + Alkohol- 
apodehydrase keine Extinktionssteigerung bei 4 = 334 mu hervorrief. Uber- 
raschenderweise ergab sich jedoch bei der Auswertung des Priiparates im 
Girversuch mit Apozymase (Glucose als Substrat) folgendes: 0,1 mg des 
Priiparates verursachte im normalen Giransatz wiihrend der ersten 60 Mi- 
nuten eine nur geringfiigige, langsam ansteigende Giirung, die jedoch 
wiihrend der folgenden 30 Minuten eine betriichtliche Geschwindigkeit er- 
reichte und dann geradlinig weiterlief, bis etwa die Hiilfte der eingesetzten 
Glucose vergoren war. Die Girgeschwindigkeit in der linearen Periode 
war so groB wie die durch 0,047 mg reinster Cozymase erzielte, d. h., das 
Codehydrase II-Priparat verhielt sich so, als ob es zu 47°/, aus Cozymase 
bestiinde. Die Giirversuche mit dem Codehydrase II-Priiparat unterschieden 
sich jedoch von Vergleichsversuchen mit Cozymase deutlich dadurch, dab 
im ersten Falle die Induktionszeit 60—75 Minuten, im zweiten nur etwa 
20 Minuten betrug. Entweder handelt es sich bei der hier beobachteten 
giirungsaktivierenden Wirkung des an sich Cozymase-freien Priparates um 
die Vergiirung eines (phosphorylierten) Umwandlungsproduktes der Glucose 
unter Mitwirkung der Codehydrase I, oder es fand in der Apozymase eine 
Desphosphorylierung der Codehydrase II zu Cozymase statt. Das Vor 
kommen von Ubergiingen Codehydrase II = CodehydraseI wird weiter 
untersucht. 
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3. Beteiligung desFlavinenzyms, Der Nachweis der Codehydrase II- 
Wirkung fordert, daB im vollstiindigen Dehydrasesystem die Weiter- 
leitung des von der Codehydrase aufgenommenen Wasserstoffs 
durch Flavinenzym erfolgen mub. Wir kennen bis heute noch 
keinen anderen biologischen Redoxkatalysator, der fiir eine rasche 
Weiteroxydation der hydrierten Codehydrasen in Frage kame’). 

Der direkte Nachweis der Unentbehrlichkeit von Flavinenzym 
im Methylenblauversuch konnte noch nicht erbracht werden, weil 
wir noch nicht im Besitz von flavinenzymfreien oder hinreichend 
flavinenzymarmen Apodehydrase-Priparaten waren. Aus Tab. 3 
kann aber immerhin der aktivierende KinfluB von (apodehydrase- 
freiem) Flavinenzym entnommen werden. 

Die Einschaltung des Flavinenzyms als Wasserstoffiibertriger 
kann jedoch sichtbar gemacht werden, wenn man den Thunberg- 
versuch derart modifiziert, daB man das Methylenblau weglibt 
und statt dessen Flavinenzym in so grofer Konzentration an- 
wendet, daB es die Reaktionsmischung deutlich gelb firbt. Eva- 
kuiert man dann, so kann die Entfirbung des Flavinenzyms 
durch Ubergang in die Leukoform direkt beobachtet werden. 
Dieser Effekt kam zustande, und zwar nur dann, wenn Glutamin- 
siiure, Apodehydrase und Codehydrase II gleichzeitig anwesend 
waren. Zum Vergleich wurde die Reduktion des Flavinenzyms 
auch mittels Dihydro-Cozymase ausgefiihrt. Dihydro-Cozymase, 


Tabelle 4. 


Reduktion von Flavinenzym 
durch das System Glutaminsiiure— Holodehydrase. 


Apodehydrase: Flavinenzym-Priparat B, 40 mg/ccm. — Flavinenzym als 
Wasserstoffacceptor: Priparat C, 125 mg/cem. — Dihydro-Cozymase aus 
Bariumsalz durch Umsetzung mit Na,SO,, 1 mg/ccm. — Codehydrase II 


und Puffer wie vorher. Ausfiihrung der Versuche in evakuiertem Thun- 
bergrohr, ohne Methylenblauzusatz. 











Ver- Glutamin- Apo- ee Flavin- | Farbe der Ver- 
such siure dehydrase . enzym | suchslésg. nach 
Nr. ecm ecm ecm ecm | dem Evakuieren 
1 _ 0,25 0,25 0,25 gelb 
2 0,25 0,25 0,25 0,25 Auf hellung 
3 0,25 — 0,25 0,25 | wie Versuch 1 
4 0,25 0,25 ines 0,25 . eS 
Dihydro-Cozymase 
5 ne _ 0,25 025 | , . 2 

















22) Adleru. Euler, Svensk. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12B, Nr. 36 (1937). 
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dargestellt durch Reduktion von Cozymase im System Alkohol 
+ Alkohol-apodehydrase unter Zusatz von Dimedon zum Abfangen 
des gebildeten Acetaldehyds, ist nunmehr als stabiles Bariumsalz 
zugiinglich, wie wir kirzlich mitgeteilt haben*’). Tab. 4 gibt die 
Versuche wieder, aus denen die Acceptorwirkung des Flavinenzyms 
hervorgeht. 

Wir besitzen auBer dem direkten Nachweis der Flavinenzym- 
Kntfiirbung noch eine indirekte Methode, um die Notwendigkeit 
des Flavinenzyms im Dehydrasesystem zu erkennen. Durch die 
interessante Untersuchung von F.G. Fischer und H. KEysenbach*"), 
wurde wahrscheinlich gemacht, daB die von F. G. Fischer friher 
beschriebene Hydrierung von gewissen Athylenverbindungen durch 
girende Hetfe letzten Endes auf eine Reaktion zwischen Leuko- 
fHavinenzym und der Athylenverbindung hinauskommt*). 

Setzt man nun zB. Crotonaldehyd einem Dehydrasesystem 
zu, dessen Wirkung an der Methylenblauentfirbung gemessen 
wird, so wird eine Konkurrenz zwischen der zugesetzten Athylen- 
verbindung und dem Methylenblau um den Wasserstoff des Leuko- 
flavinenzyms eintreten; die Methylenblauentfiirbung wird gehemmt 
werden. T'ab.5 zeigt, dab Crotonaldehyd die Methylenblauentfirbung 
im Glutaminsiureversuch kriftig hemmt. Die zum Vergleich 
herangezogene entsprechende Substanz ohne Athylenbindung, 
Butyraldehyd, hemmt nicht. Der beobachtete Hemmungsefiekt 
weist also ebenfalls darauf hin, daB im Glutaminsiiuresystem 
Flavinenzym die Ubertragung des Wasserstoffs von der redu- 
zierten Codehydrase zum Methylenblau (oder zu einem anderen 
Acceptor) bewirkt. 


8) Liebigs Ann. 529, 87 (1937). 

*) Anmerkung b. d. Korrektur: In einer eben erschienenen Arbeit 
nehmen F. G. Fischer und H. Eysenbach [Liebigs Ann. 530, 99 (1937)] 
an, daB eine in den rohen Flavinenzympriparaten enthaltene besondere 
.,Athylen-Hydrase“ die Ubertragung des H, vom Leukoflavinenzym auf 
die Athylenverbindung (z. B. Fumarsiure) bewirke. Unser in Tab. 5 an- 
gewandtes Flavinenzympriparat miiBte also die zur Crotonaldehyd-Reduk- 
tion erforderliche Hydrase enthalten haben. — In Versuchen, die wir in 
der Verfolgung einer Arbeitshypothese iiber die physiologische Funktion 
des Flavinenzyms [Adler u. Euler”), S. 7] vor dem Erscheinen der 
letzten Fischerschen Abhandlung ausgefiihrt hatten, fanden wir, daB 
Fumarsiure nicht imstande war, Leukoflavinenzym zu dehydrieren, auch 
nicht in Gegenwart von Succinodehydrase. Offenbar fehlte in unseren 
Priparaten, die weiter gereinigt waren als die von Fischer und Eysen- 
bach verwendeten, die ,,fumarat-Hydrase“. 
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Tabelle 5. 
Hemmung der Methylenblauentfirbung durch Crotonaldehyd. 


Vollistindiges Dehydrasesystem wie Tab. 1, Versuch 1. — Zusiitze: 0,1-mol. 
Lésungen von Crotonaldehyd bzw. Butyraldehyd. 





Versuch —e Entfirbungs- 
Nr. wer zeit in Min. 
1 — 7 
2 Crotonaldehyd. ... . 34 
3 Butyraldehyd ..... 9 








4. Substratspezifitat. Das Glutaminsiiure-Priiparat, das in 
unseren Versuchen zur Anwendung kam, war d-Glutaminsiure 
(das natiirlich vorkommende optische Isomere) von Hoffmann- 
La Roche. Das Priaparat wurde zweimal umkrystallisiert, die 
0,5 mol-Lésung mit Natronlauge neutralisiert. Fig. 2 zeigt die 
Abhiangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Glutaminsiiure- 
konzentration. Die Geschwindigkeit ist als reziproker Wert der 
Kntfirbungszeit { angegeben. 
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Vig. 2. Abhingigkeit der Methylenblauentfarbung 
von der Substratkonzentration. 


Folgende Aminosiiuren waren als Substrat ungeeignet: As- 
paragin, l-Asparaginsiiure, d-Arginin, d-Ornithin, 1-Tyrosin, 
d,l-Prolin, d,l-Alanin und Glykokoll. Ob 1-Glutaminsiiure an- 
gegriffen wird, ist noch nicht gepriift. Auch Kialbumin und Casein 
waren unwirksam. 

Besonders beabachtenswert erscheint die T'atsache, daB auch 
Glutathion nicht als Wasserstoffdonator fiir unser Dehydrase- 
system fungiert. Nach den gegenwiirtigen Anschauungen iiber die 
Konstitution des Glutathions gilt es als sicher, daf eine Carb- 
oxylgruppe und die zu ihr «-staindige Aminogruppe der Glutamin- 
siiurekomponente in Glutathion frei sind. Wenn demnach Glutathion 
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nicht dehydriert wird, so darf man annehmen, daB fiir den Angriff 


der Glutaminsiiure das Freiliegen ihrer beiden Carboxylgruppen 
eine notwendige Voraussetzung ist. 


5. Beeinflussung des Dehydrasesystems. Wie die analog zusam- 
mengesetzten anderen Dehydrasesysteme ist auch das Glutamin- 
siuresystem unempfindlich gegen Cyanid?‘) und gegen Pyro- 
phosphat?), 

In bezug auf die p,,-Abhingigkeit der Dehydrierung gleicht 
das System ebenfalls den iibrigen Dehydrasesystemen, indem das 
Optimum im alkalischen Gebiet (p, = 8) liegt und gegen den 
Neutralpunkt ein definierter Abfall eintritt. Bei stiirker alka- 
lischer Reaktion tritt ebenfalls ein Abfall ein; der optimale p,,- 
Bereich ist ziemlich eng und legt im Vergleich zur Alkohol- 
dehydrase, deren Optimum bei p,, = 9—10 liegt, mehr gegen den 
Neutralpunkt verschoben. Fig. 3 gibt die Abhiingigkeit der 
Methylenblauentfarbung vom p,, wieder. Wie weit diese Kurve 
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Fig. 3. Abhangigkeit der Methylenblauentfarbung vom py. 


von der p,-Abhiingigkeit der Reaktion Dihydro-codehydrase- 
Hlavinenzym bzw. Leukoflavinenzym-Methylenblau beeinflubt ist, 
inwiefern sie also die p,,-Abhingigkeit der eigentlichen primiren 
Dehydrierungsreaktion (Gleichung 8.235) wiedergibt, miissen weitere 
Versuche zeigen. 

6. Sauerstoff als Acceptor. Bei Dehydrasesystemen, in denen 
Flavinenzym als spezifisches Oxydationsmittel der Dihydro- 


*4) Eine Ausnahme bildet die Cyanid-empfindliche Formico-dehydrase, 
vgl. die folgende XVI. Mitteilung. 
*5) Vel. Leloir u. Dixon, Enzymologia 2, 81 (1937). 
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codehydrasen fungiert, kann an Stelle des Methylenblaus der 
Sauerstoff als Endacceptor treten. : 


ae oe. fee a ff 








s 
~ 60 80 100 120 Min ( 
Fig. 4. Sauerstoffaufnahme durch das Glutaminsiure-Dehydrasesystem. 
Versuch 1: O——O 0,4 ccm Glutaminat, 0,4 ccm Codehydrase II, 0,4 ccm Flavinenzym t 
(welches gleichzeitig die Apodehydrase enthdlt), 0,4 ccm Puffer, mit Wasser auf 2,4 ccm 5 ( 
erginzt. Versuch 2: x x, wie Versuch 1 plus 0,4 ccm Methylenblau 1 : 5000. 
Versuch 3: A——-A, wie Versuch 2 plus 0,25 ccm 0,1 m-KCN. Kontrollversuche ohne I 


Glutaminsiure bzw. Codehydrase waren negativ. 


Fig. 4 zeigt die Sauerstoffaufnahme des kompletten Dehydrase- 
systems. Zusatz von Methylenblau ist ohne Effekt, Kaliumcyanid 
ohne hemmenden EinfluB. 


Ammoniak als Reaktionsprodukt. Durch eine Mischung von 
je 2 ecm Glutaminsiiure, Codehydrase II, Flavinenzym B, Phosphatpuffer, 
Wasser und Methylenblau in den vorher angegebenen Konzentrationen in 
entsprechend geriumigem Reagenzrohr wurde wihrend 8 Stunden bei 35° 
ein miéBiger, mit Schwefelsiiure gewaschener Luftstrom geleitet, der eine 
Vorlage mit 15 cem 0,02 n-HCl passierte. Drei weitere Ansitze dienten als 
Kontrollversuche ohne Substrat bzw. ohne Codehydrase, bzw. ohne Enzyme. 
Nach Beendigung des Versuchs wurde durch Zusatz von 10 ecm 40°/, K,CO, 
und zweistiindiges Durchleiten von Luft das restliche NH, in die Vorlage 
getrieben. Die vorgelegte HCl wurde mit 0,02 n-NaOH zuriicktitriert. 
Die Ergebnisse sind in Tab. 6 zusammengestellt. 


Tabelle 6. 














Versuch . i ecm 0,02 n-NH, 
Nr. Reaktionsmischung gebildet 
1 Volistindig oo 3,0 2,0 
2 Ohne Glutaminsiiure . . 0,4 — 
3 , Codehydrase. . . 1,3 0,4 
4 yy WN ns 015 — 


Die Ammoniakbildung ist am grébten im vollstiindigen Reaktions- 
system. Dies liBt darauf schlieBen, da’ die Desaminierung des Substrats 
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mit dem Dehydrierungsvorgang verkniipft ist. Die Ausbeute an Ammoniak 
ist jedoch verhiiltnismibig gering; es wird noch weiterer Versuche be- 
diirfen, um die quantitative Beziehung zwischen Sauerstoffaufnahme und 
Ammoniakbildung festzulegen, und um die Annahme zu sichern, daB der 
Reaktionsmechanismus der einer oxydativen Desaminierung ist. Trifft 
diese Annahme zu, so wiirde die Funktion der Holodehydrase in der 
Dehydrierung der Aminosiiure zur Iminosiiure bestehen, entsprechend dem 
Neubauer-Knoopschen Schema fiir den Aminosiiureabbau im Tier- 
kérper, welches von H. A. Krebs?) bestitigt wurde. 


Zusammenfassung. 


In Dehydrase-Trockenpraparaten aus Unterhefe ist eine auf 
Glutaminsiiure eingestellte Apodehydrase enthalten, die sich 
spezifisch mit Codehydrase II (nicht mit Cozymase) zur Holo- 
dehydrase verbindet. 

Als Wasserstoffiibertriger zwischen der in der ersten Reak- 
tionsphase gebildeten Dihydro-codehydrase IJ und dem Acceptor 
(Methylenblau bzw. O,) fungiert, wie in allen Codehydrasesystemen, 
Flavinenzym. 
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Vitaminfreie Ernahrung und Insulinwirksamkeit. 
Von 


Richard W. Martin. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Juni 1937.) 


Pankreaslose diabetische Hunde kann man durch Insulin 
wochen-, selbst monatelang am Leben erhalten, doch gehen zu- 
letzt die Tiere trotz guter Pflege und reichlichen Insulingaben 
an Unterernihrung und schweren Leberschidigungen ein (Banting 
und Best, Allan, Macloed, Hédon, Joslin u.v.a.). Charakteri- 
siert ist der Zustand der Tiere neben eindeutigen Vitaminmangel- 
Symptomen, wie Xerophthalmie und Alopecie?), die bei passender 
Diit zu vermeiden sind, durch Poly- und Koprophagie, die auch 
bei sehr gut genihrten Tieren vorhanden ist, durch starke, sich 
steigernde Glykosurie und hohen Blutzucker. Das Tier bewegt 
sich langsamer und schleppend, weil die Muskeln steif sind, es 
nimmt das Futter nicht mehr an, das Kérpergewicht sinkt stetig, das 
BewuBtsein ist getriibt und das ‘Tier verendet bei groBer Atmung 
im tiefen Koma. Die Sektion ergibt als einzigen, charakteristischen, 
pathologischen Befund eine hochgradige Leberverfettung ’). 

Hs liegt nahe, eine der Grundursachen fiir die Entstehung 
des Krankheitsbildes in der gestérten Verdauung und Resorption zu 
suchen. Deshalb wurde eine Reihe von Arbeiten dariiber ausgefiihrt, 
ob es durch eine zweckmiBige Ernihrung und durch verschiedene 
Zusiitze zur Nahrung gelingt, diese krankhaften Stérungen zu ver- 
meiden. So wurde rohes Pankreas*), Trypsin, einzelne Amino- 
shuren, wie Cystein, Tryptophan‘), Eidotterlecithin5), mit mehr 


') Hédon, J. Physiol. et Path. gén. 25, 1 (1927). 

2) Allan, Bowie, Macloed u. Robinson, Brit. J. exper. Path. 4, 
75 (1924). 

5) Macloed, Kohlenhydratstoffwechsel u. Insulin. Berlin, Springer. 
1927, S. 85. 

4) Fisher, Amer. J. Physiol. 67, 634 (1923); Bliss, J. Metabol. Res. 
IT, 385 (1922). 

’) Best u. Hershey, J. of Physiol. 75, 49 (1932). 
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oder weniger Erfolg versucht. Leider lassen sich die Ergebnisse 
der einzelnen Versuchsreihen schlecht miteinander vergleichen; 
denn die gewahlten Diiten sind zu verschieden gewesen, zum Teil 
ohne Kohlenhydrate, mit groBen Mengen Fett oder ausschlieBlich 
HiweiB, Milch und Brot u.a., wodurch naturgemib auch die 
Wirkung der Zulagen geindert wird. Trotz einer fiir normale 
Tiere vollwertigen Ernihrung und noch mehr bei einer einseitigen, 
wie sie sich hiiufig fiir die Untersuchungen notwendig erweist, 
ist es méglich, dab fiir derartige krankhafte Erscheinungen 
avitaminotische Zustiinde die Ursache sein kénnten. Dafiir spricht 
in gewissem Grade die ,.Perversion des Hungers“, die auch bei 
sonst stoffwechselgesunden Tieren bei Avitaminosen auftreten 
kann, wobei auch Tiere, die friiher in ihrer Nahrung wihlerisch 
waren, wahllos alles fressen, was ihnen erreichbar ist. Weiterhin 
ergeben B-Avitaminosen iihnliche Endzustiinde, wie sie hier bei 
den diabetischen Hunden beschrieben wurden®), Auf Grund dieser 
T'atsachen schienen mir Versuche aussichtsreich, mit vitaminarmer 
und -freier Ernihrung ein gleichmaBiges Krankheitsbild zu er- 
zeugen, an dem man durch Vitaminzulage die Mangelerscheinungen 
studieren und die Ursache der krankhaften Stérungen der diabe- 
tischen Tiere feststellen kann. 

Die Versuche wurden in folgender Weise angelegt: Vor der 
Operation wird nach der Oberfliiche des Tieres die Kalorienmenge 
ermittelt “), die eine geringe Kérpergewichtsvermehrung zulaBt 
etwa 70 Kalorien pro kg/tgl.). Diese Menge war dann spiiter 
die Grundlage fiir die weitere Ernaihrung. Nach glattem Verlauf 
der Pankreatektomie — meist hatten die Hunde schon vom 
4. Tage ab normale ’emperaturen und eine reizlose Operations- 
wunde — wurden die Tiere etwa vom 10. Tage auf die Diit 
eingestellt. Mit dieser blieben sie, nachdem der anfingliche Ge- 
wichtssturz ausgeglichen war, im Stoffwechselgleichgewicht. Das 
Insulin wurde 2mal tiiglich vor dem Fiittern intramuskular ge- 
spritzt und so viel EKinheiten gegeben, dab das Tier nur wenige 
Gramm Zucker, hiéchstens 15 g, ausschied. Die Hunde wurden 
in Kinzelkifigen gehalten, die Kérpertemperatur tiglich 2mal 
gemessen und die Zuckerausscheidung im ‘lagesmischharn sowohl 
polarimetrisch wie auch durch Reduktion ermittelt. In bestimmten 


6) Collazo, Actas y trabojos del tercer Cong. Med. Arg. 6, 701 (1926). 
Zit. Med. Lat. Amer. 133, 12 (1926). 
’) Cowgill u. Drabkin, Amer. J. Physiol. 81, 36 (1927). 
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Abschnitten wurden auch Blutzuckerbestimmungen nach Hage- 
dorn-Jensen ausgefiihrt. Da die Tiere ihre genau abgewogene 
Diat erhielten, konnte auf eine laufende Blutzuckerkontrolle ver- 
zichtet werden; denn die im Harn ausgeschiedene Zuckermenge 
ergab zusammen mit dem Verhalten der Gewichtskurve in den 
langen Abschnitten der Beobachtung ein sehr gutes Bild der ge- 
samten Stoffwechsellage. Acetonkérper, auf die besonders bei den 
spiteren hohen Zuckerausscheidungen laufend untersucht wurde, 
waren im Harn nie vermehrt. Zu solchen Zeiten, wenn die 
Insulinmenge erhéht werden mufte und sich damit auch der Grad 
der Glykosurie iinderte, wurden hiufiger Blutzuckerbestimmungen 
jeweils vor dem Fiittern ausgefiihrt. Blutzucker und Glykosurie 
inderten sich immer im gleichen Sinne. Unsere Befunde be- 
stitigen darin nur viele friihere Beobachtungen’). Bei meinen 
diabetischen Hunden fand ich die Nierenschwelle fiir Trauben- 
zucker bei Blutzuckerwerten zwischen 0,16—0,18°/,. Ihre Hohe 
wurde durch die Insulingabe nicht wesentlich beeinfluBt. 


Bei den ersten Fiitterungsversuchen, die ich unternahm, verabreichte 
ich neben der unten im einzelnen beschriebenen Diiit anfiinglich tiiglich 
50 g frisches Pankreas; dieses habe ich spiiter durch 4 Tabletten Pankreon 
(Kali-Chemie A. G. Berlin) ersetzt, da die B-Vitamine des rohen Pankreas’) 
hitten stéren kénnen. Die Pankreontabletten enthalten keine irgendwie 
in Betracht kommenden Mengen an B,-Vitamin, wie Prof. Scheunert, 
Leipzig, Vet.-Physiolog. Inst. in dankenswerter Weise festgestellt hat. 
Der Gehalt an Trypsin, Lipase und Amylase ersetzte die im Rohpankreas 
vorhandenen Fermente ausreichend. Die Beobachtungen iiber den Einflui 
der Pankreasfermente auf die Glykosurie und besonders auf die spiiteren 
Stérungen ergaben, daB die Zulage dieser Fermente die Héhe und den 
Ausbruch der Stérungen des Zuckerhaushaltes in keinerlei nennenswertem 
MaBe beeinflubt. Deshalb habe ich in spiiteren Untersuchungsabschnitten 
keine Fermente mehr zugefiihrt. EiweiB wurde den Tieren, falls nicht 
anders erwiihnt, in Gestalt von magerem Pferdefleisch zugefiihrt, das im 
Fleischwolf zerkleinert und 3mal im Dampftopf bei 110° aufgekocht war. 
Wasser erhielten die Tiere nach Belieben. Als zweckmiBig erwies sich 
noch, keine Futternipfe im Kiifig stehen zu lassen; die Tiere urinierten 
unter Umstiinden hinein und leckten den Urin dann wieder auf. 


Versuche. 


In Versuch I fiitterte ich einen miinnlichen Wolfshundbastard, der 
7 Monate alt und 12,3 kg schwer war. Er erhielt tiiglich morgens 150 g 


8) Hopkins, Amer. J. Med. Assoc. 144, 254 (1915); Hamman u. 
Hirschman, Arch. inter. Med. 20, 761 (1917); Hagedorn, Acta med. 
scand. (Stockholm) 53, 672 (1920); Folin u. Berglund, J. of Biol. Chem. 51, 
213 (1922); Elias u. Gudemann, Arch. f. exper. Path. 119, 19 (1926); 
Edal, J. of Biochem. Japan. 7, 53 (1927) u. v. a. 

*) Eddy, J. of Biol. Chem. 27, 13 (1916). 
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Reis, 100 g rohes Pferdefleisch und 50 g rohes Pankreas oder 4 Tabletten 
Pankreon; abends 150 g rohes Fleisch. Unmittelbar vor den Fiitterungen 
erhielt er 20 bzw. 10 E. Insulin. In den ersten 80 Tagen bestand bei dieser 
Ernihrung nur eine geringe Glykosurie von 3—14,0 g bei 800—1400 cem 
Tagesharn (also 0,35—0,1°%,). In dieser Zeit hatte das Tier bis auf 12,7 kg 
zugenommen. Dann aber nahmen Harn- und ausgeschiedene Zuckermenge 
sowie der Zuckerspiegel im Niichternblut so stark zu, da8 5 E. Insulin 
tiiglich mehr gegeben werden muBten, um das friihere Gleichgewicht wieder- 
herzustellen. Dies gelang jedoch nur fiir 3 Tage, dann erfolgte ein neuer 
Anstieg der Werte, so dab nochmals 5 E. Insulin tiglich mehr gegeben 
wurden. Der Blutzucker und insbesondere die Glykosurie wurden dadurch 
auch dieses Mal nur kurzdauernd verringert; nach 4 Tagen wurden schon 
wieder tiglich im Durchschnitt 35 g Zucker ausgeschieden. Zugefiittertes 
frisches Pankreas verringerte die ausgeschiedene Zuckermenge nicht und 
nach 2 Wochen wog das Tier schon 1,1 kg weniger als zu Anfang. Jetzt 
erhielt es tiglich 50 E. Insulin neben der seither gereichten Diiit von 
150 g Reis, 250 g rohem Pferdefleisch und 4 Tabletten Pankreon. Auch nun 
wieder das gleiche Bild. Fiir wenige Tage sinken die Zuckerwerte und vom 
5. Tage an steigt die Glykosurie auf 50—60 g tiglich. Die Diit wurde 
nun vollig geindert, indem der gekochte Reis durch die kalorisch ent- 
sprechende Menge Nudeln ersetzt wurde, auBerdem wurden tiglich 5 g Soja- 
schlamm und 300 g frische Kalbsknochen zugefiittert. Die sich in den 
folgenden 20 Tagen ausbildende Glykosurie von 80—100 g blieb unbeeinfluBt, 
wobei besonders darauf hingewiesen sei, daB auch der Sojaschlamm mit 
seinem Reichtum an Cholin und Colamin keine Besserung brachte. Da 
das Insulin jegliche Wirksamkeit verloren zu haben schien, lieB ich es 
fiir 3 Tage weg. Die Glykosurie stieg auf durchschnittlich 131 g an. 
Auch in diesem Zustand hatten also die zuletzt gegebenen 60 E. Insulin 
noch gewirkt, wenn auch stark abgeschwicht. Die Diit wurde nun noch- 
mals vollkommen umgestellt auf tiiglich 2mal 125 g Pferdefleisch, 2mal 35 g 
Rohrzucker und 5 g Knochenasche bei 30 E. Insulin. In den folgenden 
3 Tagen wurden tiglich 62 g Zucker durchschnittlich ausgeschieden und 
die Stoffwechsellage nicht wesentlich gebessert. 

Der Gesamtzustand des Tieres hatte sich inzwischen sehr verschlechtert, 
sein Gewicht war auf 7,5 kg gefallen, es hatte also mit fast 5 kg etwa 40°/, 
seines Bestandes verloren. Obgleich andere Schiiden nicht sichtbar waren — 
auch die Kérpertemperatur war normal —, konnte es vor Schwiche kaum 
noch laufen und wiire in kurzer Zeit gestorben. Bei gleicher Diit und 
Insulingabe wurde nun tiiglich eine Tablette Redoxon (Hoffmann-La Roche) 
gleich 0,05 g 1-Ascorbinsiure, 3 Teeléffel Detavit (I.G.-Merck) Vitamin A 
und D enthaltend, 3 Teeléffel Levurinose (Blaes & Co.) mit dem Vitamin B- 
Komplex zugegeben. Die Stoffwechsellage besserte sich daraufhin so 
schlagartig, da8 schon am ersten Tage, an dem die Vitamine gegeben 
wurden, noch 35 g Rohrzucker zugefiihrt werden muBten, um einen hypo- 
glykiimischen Schock zu vermeiden. Nach 3 Tagen war es notwendig ge- 
worden, das Insulin bei einer erhéhten Rohrzuckermenge von 105 g auf 
25 E. tiglich zu vermindern. Der Blutzucker kehrte zu den anfinglichen 
Niichternwerten zuriick, bei einer Harnmenge von durchschnittlich 500 cem. 
Die Glykosurie betrug 0,5—5,0 g tiglich, also 0,01—0,09°/,. Innerhaib von 
8 Tagen nahm das Tier 1 kg an Kérpergewicht zu. Die Vitaminmengen 
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wurden nun herabgesetzt auf 2mal wéchentlich '/, Tablette Redoxon, 
ein Teeléffel Detavit und ein Teeldffel Hefe. In den folgenden 4 Wochen 
nahm das Tier 3 kg zu, obwohl die Glykosurie wieder etwas — bis zu 
30 g — anstieg. Der Grund hierfiir ist wohl darin zu suchen, daB die 
Vitamine nicht ganz ausreichten. 

Nun versuchte ich einzelne Vitamine, ohne da die iibrige Diit ge- 
wechselt wurde, auf ihre besondere Wirksamkeit zu priifen. Zuerst erhielt 
das Tier 3 Tage lang tiglich 20 Tropfen Vogan (Merck), entsprechend 
100000 I. E.; dann fiir 3 Tage 2 Tabletten Redoxon peroral und 2cem Redoxon 
(0,2 g 1-Ascorbinsiure) intramuskulir tiglich; endlich 3 Tage lang tiiglich 
20 g autoklavierte Hefe, deren B,-Gehalt durch 8stiindiges Erhitzen bei 125° 
zerstért worden war. Diese Priparate beeinflubten die Glykosurie nicht 
im geringsten. Nach 10 angeschlossenen vitaminfreien Tagen wurde dann 
ebenso erfolglos Vitamin B, in Form von Betaxin (Bayer) aus Hefe, 
Betabion (Merck) synthetisch, Philocytin (Cenovis-Werke) aus Hefe, Para- 
nutrin (Shionogi- Werke, Osaka) aus Reiskleie in groBen Mengen intramuskulir 
gegeben. Die Glykosurie konnte erst durch tiiglich 60 g Hefe (Cenovis 
oder Levurinose) vermindert werden. Die Wirkung auf den Blutzucker 
und die Glykosurie war aber lange nicht so durchschlagend wie bei der 
ersten plétzlichen Gabe aller Vitamine auf einmal. Da soviel Hefe gegeben 
wurde, sei an die Wirkung der Glykokinine auf den Blutzucker’®) erinnert. 
Aus fiuBeren Griinden muBte aber jetzt nach 6 Monaten die Versuchsreihe 
abgebrochen werden. Das Tier erhielt bei 25 E. Insulin taglich, beliebig 
Mischfutter (Abfille der Krankenhausktiche) und Milch, hierin waren ge- 
niigend Vitamine enthalten. In 5 Wochen nahm es dabei mehr als 5 kg zu. 

In Versuch II fiitterte ich einen miinnlichen Schiferhundbastard, 
2 Jahre alt, 13,5 kg schwer. Er erhielt nach der Operation anstatt Reis 
Rohrzucker und wurde von vornherein vitaminfrei ernihrt. Sein Futter 
bestand aus tiiglich 2mal: 125 g gekochtem (vgl. 0.) Pferdefleisch und 35 g 
Rohrzucker; auberdem 5 g Knochenasche, dazu friih 25, abends 15 E. Insulin; 
diese Diiit deckte seinen Kalorienbedarf nicht ganz. Da sich im Laufe 
der folgenden 14 Tage seine Kohlenhydratbilanz besserte, erhielt das Tier 
von jetzt ab tiglich 2mal: 100 g Pferdefleisch und 170 g Rohrzucker; 
5 g Knochenasche, dazu 25 und 15 E. Insulin, also erheblich mehr Zucker. 
Dayon versprach ich mir einen friiheren Eintritt der in der ersten Versuchs- 
reihe beschriebenen Stérungen des Stoffwechsels und der Insulinwirkung; 
denn nach mebreren Angaben ™) beschleunigt vermehrte Kohlenhydratzufuhr 
den Ausbruch einer B,-Avitaminose, und an diese mubte man ja dem 
ganzen Bilde nach in erster Linie denken. 

Bei obiger Diait schied das Tier praktisch keinen Zucker aus. Die 
auffallend geringe Glykosurie veranlabte mich, 2 Tage lang das Insulin 
vollig wegzulassen; der Tagesharn enthielt nun 103 und 187 g Zucker. 
Wieder zugelegtes Insulin von 40 E. verminderte die Glykosurie schon am 





10) Collip, Amer. J. Physiol. 63, 391 (1923) u. v. a. 

1) Plimmer, Proc. roy. Soc. Med. 19, 27, I, 21 (1926); Funk, 
J. of Physiol. 33, 247 (1919); Funk u. v. Schoenborn, J. of Physiol. 48, 328 
(1919); Grey, J. of Hyg. 27, 257 (1928); Randoin u. Mitarbeiter, Amer. J. 
Physiol. 90, 485 (1929); C. r. Soe. Biol. 184, 1347 (1927). — Vgl. auch Abder- 
halden, Dtsch. med. Wschr. 63, 1141 (1937), erschienen 23. Juli. 
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nichsten Tage auf 9,5 g und an den weiteren Tagen auf 0—3,5 g. All- 
mihlich konnte dann bis zu insgesamt 280 g Rohrzucker tiglich gefiittert 
werden, ohne daB mehr Zucker ausgeschieden wurde'’); das Tier wurde 
dabei fast 11/, kg schwerer. 

In der 7. Woche nach der Operation weigerte sich das Tier, ohne 
erkennbaren Grund weiter Rohrzucker sowohl in fester Form als auch in 
verschieden konzentrierten Lésungen zu fressen. Deshalb wurde an Stelle 
der Zuckerdiit 2mal tiglich 100 g Pferdefleisch, 125 g Reis, 5 g Knochen- 
asche, dazu 25 und 15 E. Insulin gegeben. Nach den Erfahrungen in der 
vorherigen Versuchsreihe sollte dadurch in den ersten 8 Wochen nur eine 
unwesentliche Glykosurie entstehen; aber im Gegensatz hierzu erschien 
sehr viel Zucker im Urin. Schon am 4. Tage der Reisdiiit stieg der Harn- 
zucker auf 60 g an und steigerte sich in der folgenden Woche auf 
90—120 g tiglich, trotz Erhéhung der tiiglichen Insulingaben bis auf 60 E. 
Entsprechend dem Verhalten des etwa gleich groben Hundes der ersten 
Versuchsreihe hiitte bei 40 E. Insulin nur eine geringe Glykosurie bestehen 
sollen. Hier haben 60 E. Insulin also bei vitaminfreier Nahrung die groBe 
Glykosurie nicht verhindert. Leider war das Tier aber vorher nicht mit 
Reis eingestellt gewesen, so da durch den Wechsel von Rohrzucker auf 
Reis dieser Versuch weniger eindeutig ist. Ebenso wie in der ersten Ver- 
suchsreihe wurde nun bei gleichbleibender Diit und einer Insulinmenge 
von 60 E. versucht, die Zuckerausscheidung, die jetzt 8 Wochen nach der 
Operation durchschnittlich 130 g tiglich betrug, zu driicken. Es wurde 
Vitamin B, in reiner Form als Betaxin, Philocytin und Paranutrin intra- 
muskulir an 6 Tagen hintereinander in groBen Mengen gegeben. Die 
Glykosurie wurde nicht geringer und auch groBe Mengen Hefe (2 mal 
30 g Cenovis tiglich) driickten sie nur von etwa 130 ¢ auf 90 g herunter. 
Die schlagartige Senkung der ersten Versuchsreihe, wo innerhalb zweier 
Tage die Glykosurie fast verschwand und anschliebend die Insulinmenge 
stark herabgesetzt werden mubte, trat hier nicht ein. Als endlich wiederum 
versucht wurde, das Tier von Reis auf Rohrzucker umzustellen, um seine 
Empfindlichkeit gegen Insulin zu bestimmen, ging es anscheinend im 
diabetischen Koma ein. 

In Versuch III wurde ein miinnlicher Pinscherbastard, 2 Jahre ait, 
9 kg schwer mit der gleichen vitaminfreien Diit wie in Versuch II erniihrt. 
Nach genauer Einstellung schied das Tier 4 Wochen spiiter bei tiglich 
250 und 200 ¢g Pferdefleisch, zuziiglich je 70 g Rohrzucker, bei 5 g Knochen- 
asche und 15 und 10 E. Insulin 3—10 g Zucker aus und nahm ein 
wenig an Koérpergewicht zu. Innerhalb der folgenden 2 Wochen stieg nun 
die Glykosurie fortlaufend an, bis sie in den letzten 3 Tagen durchschnitt- 
lich 120 g betrug. Daraufhin wurde mehr Insulin gegeben und folgende 
Beziehungen zwischen der Glykosurie und den Insulinmengen beobachtet 
(vgl. Tabelle nichste Seite). 

Vom 66.—80. Tag betrug die Glykosurie bei tiglich 160 E. Insulin 
durchsehnittlich 22,7 g. 

Am 52, und 53. Tag wurden 2 ccm Betaxin ,,Bayer“ (synthetisches 
Vitamin B,) gleich 800 T. E., vom 54.—58. Tag tiglich 4 ccm Betaxin intra- 
muskulir gegeben, wie aus der Tabelle ersichtlich, wurde die Wirkung des 





12) Allen, J. metabol. Res. 3, 797 (1923). 
18* 
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Versuchstag . .| 45. | 46. | 47. | 48. | 49. | 50. | 51. | 52. | 53. | 54. | 55. 





Insulin E, tagl.| 25 | 60 | 80 | 80 | 70 | 50 | 25 | 25 |100 | 70 | 70 
Harnzucker in g|166,4| 85,3 | 80,6 | 22,7 | 10,8 | 50,0 |163,2/178,6| 81,5 | 14,7 | 17,9 











Versuchstag . .| 56. | 57. | 58. | 59. | 60. | 61. | 62. | 63. | 64. | 65. 
Insulin E. tigl.| 70 | 70 | 70 | 120 [120 | 70 120 | 160 | 160 | 160 


Harnzucker in g| 15,8 | 50,5 |188,0,104,7, 55,9 |135,5 112,6, 28,8 | 10,0 | 13,2 




















Insulins dadurch anfangs anscheinend beeinfluSt. Aber dann stieg die Zucker- 
ausscheidung dennoch wieder an. Daher vermutete ich noch einen weiteren 
Nihrschaden. Ich gab also vom 59.—72. Tag tiiglich 4 ecem Lactoflavin 
» Bayer“ (stand. Vitamin B,) gleich 2 mg Lactoflavin oder 500 R.E. intra- 
muskulir. Auch hierdurch wurde die Wirkung des Insulins nicht verbessert, 
die Glykosurie blieb nach wie vor gleich stark. Ebenso war 4 Tage lang, 
vom 73.—76. Tag, B, gemeinsam mit B, wirkungslos. AnschlieBend ver- 
abreichtes Redoxon, peroral und intramuskulir, Detavit (A + D) sowie 
autoklayierte Hefe (B,), die in groBen Mengen liingere Zeit gegeben wurden, 
waren ebenfalls erfolglos. Tiglich 60 g Hefe (Cenovis) verminderten 3 Tage 
lang die Glykosurie voriibergehend, die folgenden 14 Tage wurde sie aber 
wieder gleich groB wie friiher. In den anschlieBenden 20 Tagen wurde 
bei tiglich 160 E. Insulin, 450 g Pferdefleisch, 140 g Rohrzucker, neben 
5 g Knochenasche und 2g Kochsalz, 125—165 g¢ Zucker im Tage trotz 
reichlicher Vitaminzufuhr ausgeschieden. Ohne EinfluB blieben in dieser 
Zeit tiglich: 60 g Hefe, 0,2 g Vitamin C peroral, 0,1 g Vitamin C intra- 
muskulir, 2ccm B, und 4 cem B, intramuskulir, 20 Tropfen A (Vogan), 
sowie 2 EBléffel Detavit (A + D). Da das Tier in dieser Zeit weitere 2 kg 
seines Kérpergewichts verloren hatte, wurde es auf Mischfutter und 60 E. 
Insulin umgestellt. Trotz vieler diiitetischer Bemiihungen erholte sich das 
Tier aber nicht mehr und starb nach 14 Tagen unter Durchfiillen. 

Zum VersuchIV diente der Hund des Versuches I. Bei vitamin- 
reichem Mischfutter und 25 E. Insulin tiiglich hatte das Tier in 6 Wochen 
fast 4kg zugenommen und reagierte so gut auf Insulin, daB es zweimal 
sogar hypoglykiimische Erscheinungen hatte. Jetzt erhielt es das gleiche 
Futter wie die Tiere in Versuch II und III, also tiglich 300 und 200g 
gekochtes Pferdefleisch, zweimal 70 g Rohrzucker und 5 g Knochenasche. 
Bei dieser Diit und 15 und 10K. Insulin wurden im Harn vom 9. bis 
zum 18. Versuchstag durchschnittlich 11,6 g Zucker, vom 19.—87. Tag 
6,3 g, vom 38.—48. Tag 22,7 g¢ und vom 49.—56. Tag 61,9 g aus- 
geschieden. Nun wurde bei gleicher Diit 20 Tage lang Vitamin B, in 
Form von synthetischem Betaxin anfangs 4 ccm, spiter 2 cem intramuskuliir 
gespritzt. Da an den zwei ersten Vitamintagen die Glykosurie hochblieb — 
die Werte waren 102,2 und 120,38 g —, wurde mit Riicksicht auf die Ge- 
wichtsabnahme des Tieres die Insulinmenge von 25 auf 50 E. taglich erhéht, 
worauf in den nichsten 10 Tagen uur 16,9 g Zucker ausgeschieden wurden. 
DaB hierfiir nur die gréBeren Insulinmengen, aber nicht die Vitamingaben 
ursiichlich in Betracht kommen, zeigen die niichsten 7 Tage, an denen 
wieder ansteigend mehr Zucker, 65—90 g, ausgeschieden wurde. Bis hierher 
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verlief also dieser Versuch ganz wie die Versuche II und III. Bei voll- 
kommen gleicher Diit wurde nun zusammen mit Vitamin B, auch B, — Lacto- 
flavin ,,Bayer“, tiiglich 500 R. E. — intramuskulir gegeben. Nach Versuch III 
war zu erwarten, da8 beide Vitamine zusammen die Glykosurie nicht wesent- 
lich beeinflussen. Hier jedoch trat das Gegenteil ein. Statt da’ mit der Zeit 
steigend immer mehr Zucker ausgeschieden wurde, blieb es in den folgenden 
14 Tagen bei durchschnittlich 61g. Ganz unerwartet verlief dann dieser 
Versuch weiter, als am 16. Tage die Vitamine B, und B, weggelassen 
wurden. Die Harnzuckermenge fiel sofort am ersten vitaminfreien Tag um 
die Hilfte und ging weiterhin auf 3,5—0 g zuriick. Aus duBeren Griinden 
erhielt das Tier, nachdem es 4 Monate im Versuch IV war, wieder Misch- 
futter und 40 E. Insulin tiglich, wobei Harn- und Blutzucker nicht mehr 
bestimmt wurden. Nach 14 Tagen mute wegen drohender Hypoglykimie, 
das Insulin auf 30E. tiglich vermindert werden. In ausgezeichnetem 
Kriafte- und Gewichtszustand lebte das Tier, ohne klinische Besonderheiten 
noch */, Jahr nach AbschluB des Versuches IV und 1'/, Jahre nach der 
Operation. Es wurde dann getétet und seziert. 

Bei keinem der Hunde konnte bei der Sektion Inselgewebe gefunden 
werden. Bei dem letzten Tier, das besonders lange im Versuch war und 
dessen guter Allgemeinzustand auffiel, ist daher noch eine genaue histo- 
logische Untersuchung der Organe und besonders der Gewebsstellen an- 
geschlossen worden, die Inselgewebe hitten enthalten kénnen. Die mikro- 
skopischen Kontrolluntersuchungen, die Herr Dozent Dr. F. Timm, Leipzig, 
Inst. fiir gericbtliche Medizin in dankenswerter Weise durchfiihrte, ergaben 
ebenfalls keinen Anhalt fiir zuriickgebliebenes Pankreasgewebe. An den 
Organen konnte sonst kein pathologischer Befund erhoben werden. 


Ubersicht und Besprechung der Versuche. 


In Versuch I, III und IV gelang es, bei drei pankreaslosen 
Hunden verschiedener Rasse, Gréfe und Alters regelmabig mit 
vitaminarmer Nahrung, die aus gehacktem Pferdefleisch, das 
dreimal im Dampftopf bei 110° aufgekocht war, aus Rohrzucker, 
Knochenasche und Insulin bestand, eine Stoffwechselstérung zu er- 
zeugen, die sich dadurch auszeichnet, daB die Wirkung des Insulins 
fast verloren geht. Mit dieser Diit bestand bei, den eingestellten 
Tieren in den ersten 4 Wochen nur eine geringe Glykosurie 
mit wenig gesteigertem Niichternblutzucker, bei Wohlbefinden 
und Gewichtsanstieg. Nach 5—7 Wochen stiegen Blut- und 
Harnzucker an, ohne daB die Insulinmenge oder die Diit 
geindert worden war, und konnten sehr hohe Werte erreichen; 
wenn nichts weiter unternommen wurde, starb dann das Tier bald. 
Im Versuch I traten die Zuckerstérungen bei einer Diit, die aus 
rohem Pferdefleisch, gekochtem Schilreis, Insulin, frischem 
Pankreas, spiter Pankreon und Sojaschlamm bestand, erst 
3 Monate nach Beginn der Fiitterung ein; hier waren aber mehr 
Vitamine im Futter enthalten. In allen Versuchen lieB sich die 
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eingetretene Stérung durch Erhéhung der Insulingaben voriiber- 
gehend beseitigen, um dann in kurzer Zeit wieder aufzutreten. Auch 
sehr groBe Insulinzulagen, in Versuch IV bis zu 160 E. Insulin tiig- 
lich, waren auf die Dauer nicht in der Lage, die Glykosurie ein- 
zudimmen oder gar hypoglykimische Erscheinungen zu erzeugen; 
trotz der grofen Insulinmenge wurden 125—165 g Zucker aus- 
geschieden (Versuch III), Da Mischfutter, das reichlich Vitamine 
enthilt, diese Zustainde sofort zum Verschwinden bringt, wenn 
noch keine irreparablen Schiden entstanden sind, so scheint 
irgendein Vitaminmangel also fiir die immer stiirkere Abnahme der 
Wirkung des Insulins und fiir den damit einhergehenden Gewichts- 
verlust der Tiere wahrscheinlich verantwortlich zu sein. 

Vitamin A ist im Pferdefleisch geniigend vorhanden?*) und 
diirfte auch beim Erhitzen im Dampftopf nicht wesentlich zer- 
stért worden sein. Ein mit Vitamin C-freier Nahrung gefiitterter 
Hund erkrankt erst nach 7—10 Monaten an skorbutihnlichen 
Symptomen!4). Im iibrigen haben alle klinischen Zeichen einer 
A-, C- und D-Avitaminose gefehlt. Ich méchte die Verminderung 
der Insulinwirkung auf das Fehlen des Vitamin B-Komplexes 
zuriickfiihren. Der Vitamin B-Bedarf des Hundes wird gedeckt, 
wenn er je kg und Tag 30—40 mg Hefe erhilt!*). Solche Mengen 
an Vitamin B habe ich sicher nicht mit der Grunddiit gefiittert. 
Fiir B-Mangel spricht also vor allem die gewihlte Diat, denn 
durch das Erhitzen iiber 100° wurden Vitamine der B-Gruppe 
sicher gréBtenteils zerstért!*), AuBerdem enthilt Muskelfleisch 
an und fiir sich schon sehr wenig Vitamin B*"); man kann daher 
sagen, daB die Tiere praktisch Vitamin B-frei ernaihrt worden sind. 
Weiterhin braucht der diabetische Hund wahrscheinlich tiberhaupt 
mehr Vitamin B als der gesunde; denn beim Menschen mit 
Diabetes mell. ist der Vitaminstoffwechsel auch allgemein gegen- 
iiber dem des gesunden erhdht?®). 


183) Scheunert u. Candelini, Biochem. Z. 159, 83 (1925). 

14) Lavaille, Bull. Soc. Chim. biol. 10, 1293 (1928). Zitiert nach 
Scheunert ,,Vitamine“ aus Handb. der Lebensmittelchemie, S.938, Springer, 
Berlin 1933. 

1) Cowgill u.a.: Amer. J. Physiol. 64, 164 (1923); 73, 106 (1925); 
101, 115 (1932). 

16) Eijkman, Arch, f. Hyg. 58, 150 (1906); Holst, J. of Hyg. 7, 619 (1907). 

17) Osborn u. Mitarbeiter, J. of Biol. Chem. 32, 309 (1917); Me Collum, 
Simmonds u. Persons, J. of Biol. Chem. 47, 111 (1921); Westenbrink, 
Arch. néerl. Physiol. 17, 560 (1933). 

18) Schréder, Klin. Wschr. 14, 486 (1935). 
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Wahrend normale Hunde ohne Gewichtsverlust iiber lange 
Zeit ohne Vitamin C, aber mit Vitamin B, Knochenasche, Kiwei8 
und Zucker am Leben erhalten werden konnten?’), wurde beob- 
achtet, daB Hunde, die mit geschiltem gekochten Reis, aus- 
gekochtem Pferdefleisch und Kochsalz ernaihrt wurden, nach 
2—3 Wochen ihren Appetit verloren, an Gewicht abnahmen und 
nach 5—7 Wochen bei vélliger Abmagerung starben; wurde aber 
ein alkoholischer Extrakt aus Reiskleie (,,Oryzanin“) gefiittert, so 
nahmen die Tiere wieder zu und blieben leben*). Nach Bickel 
und Mitarbeitern?*) lassen sich diese durch Vitamin B-Mangel 
bedingten Stérungen beim Hund nicht auf Resorptions- oder 
Sekretionsstérungen des Darmes zuriickfiihren, insbesondere ist 
bei Vitamin B-Mangel die Resorption fiir Glucose praktisch nicht 
eingeschrinkt?’). Auch die Stickstoffausniitzung bei B-Avitaminose 
ist nach Karr?) beim Hund nicht gestért. Auch dies weist also 
auf einen B-Mangel in meiner Grunddiit hin. 

Fast alle Autoren geben als Friihsymptom des B-Mangels 
Anorexie an. Ich sah sie nur bei Versuch IJ. Da8 sie in den 
anderen Versuchsreihen gefehlt hat, hiingt sicher mit dem Pankreas- 
diabetes der Hunde zusammen; denn die vollwertig ernihrten, 
diabetischen Hunde zeigen fast immer mit als erstes klinisches 
Symptom eine sehr starke Polyphagie*‘). Auch fir den dia- 
betischen Hund besteht fiir die Resorption des EiweiBes und 
der Kohlenhydrate der Nahrung keine Schwierigkeit**). Demnach 
wire also der SchluB berechtigt, daB die diabetischen Hunde 
mit der von mir gefiitterten Diaét und Insulin linger hitten leben 
kénnen, falls ein ausreichender Vitamin B-Gehalt der Nahrung 
bestanden hitte. 

Auch beim gesunden Tier mit B-Avitaminose ist der Kohlen- 
hydratstoffwechsel fihnlich gestért. Bei einem solchen ist die 
Toleranz fiir Kohlenhydrate vermindert, der Blutzucker erhoht, 
Leber, Muskeln und Herz sind an Glykogen verarmt, die Empfind- 





1%) Cowgill u. Mitarbeiter, J. of Biol. Chem. 59, 11 (1924). 

») Suzuki, Shimamura u. Odake, Biochem. Z. 43, 89 (1912). 

#1) Bickel u. Mitarbeiter, Zusammenfassung: Arch. Verdgskrkh. 45, 
70 (1928). 

22) Pierce, Osgood u. Polansky, Proce. Soc. exper. Biol. a. Med. 26, 
347 (1929); J. of Nutr. 1, 247 (1929). 

23) Karr, J. of Biol. Chem. 44, 277 (1920); Proc. Soc. exper. Biol. a. 
Med. 17, 84 (1920). 
4) Joslin, ,,The Treatment of Diab. mell.“‘ London 1928, S. 28. 
*5) Allan u. Mitarbeiter, Amer. J. Physiol. 67, 275 (1924) und spiitere. 
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lichkeit fiir Insulin ist geringer und eine Glykosurie laBt sich 
leicht hervorrufen *°), 

Bemerkenswert ist bei meinen Beobachtungen, daB eine 
Insulinzulage voriibergehend Besserung bringt. Die volle Wirk- 
samkeit des Insulins ist anscheinend an die Gegenwart der 
B-Vitamine gebunden und je nach der Grife des Mangels stuft 
sich auch die Insulinwirksamkeit ab. Bekannte Ursachen einer 
zeitlich verminderten Insulinwirkung, wie Acidosis, eitrige Prozesse 
mit Temperatursteigerung, waren nicht vorhanden; ebenso ist es 
nicht wahrscheinlich, daB das kiiufliche Insulin Vitamin B-Triger ist. 

Zufiitterung von Vitamin B hitte, wenn es sich bei meinen 
diabetischen Hunden lediglich um eine B-Avitaminose handelte, 
alle beobachteten Stoffwechselstérungen, die auf sie zuriickgefiihrt 
werden, zum Verschwinden bringen miissen. In Versuch I gelang 
es bei Zufuhr aller Vitamine innerhalb 24 Stunden, im Versuch IV 
nach 14 tagigen intramuskuliren Injektionen von Betaxin und 
Lactoflavin (B, und B,); Betaxin allein war unwirksam. Die alleinige 
Zufuhr von Lactoflavin ist noch genauer zu priifen. Zu den 
beiden Versuchen I und IV wurde ein und dasselbe Tier genommen, 
das zu Beginn etwa °/, Jahr alt war und spiter in Versuch IV 
ausgesprochen koprophag wurde. Seine Faeces waren braun- 
schwarz und briéckelig. Versuch IT und III wurde mit zwei ilteren 
Tieren durchgefiihrt; hier gelang es trotz Angebot aller Vitamine 
in groBen Dosen peroral und parenteral iiber einen langen Zeit- 
raum nicht, die Stérung in der Zuckerverwertung zu beseitigen. 
Auch Hefe war bei ihnen fast wirkungslos. Diese Tiere waren nicht 
koprophag; ihre Faeces waren hellbraun, selten lehmfarben, salben- 
artig. Bei den positiven Versuchen I und [V ist an die Refektion im 
Sinne von Scheunert?”’) zu denken; das verschiedene Aussehen der 
Faeces weist jedenfalls darauf hin. Aber ebenso gut kann in Ver- 
such II und III die Leber der Tiere irreparabel durch die linger 
bestehende B-Avitaminose geschiidigt worden sein. DaB es iiber- 
haupt méglich ist, pankreasdiabetische Hunde, bei der von uns 
gegebenen Diit und Insulin, jahrelang am Leben zu erhalten, 


6) Zusammenfassung der Literatur bei Collazo u. Pi-Sufier Bayo, 
Biochem. Z. 238, 335 (1931). Vgl. dagegen Erhéhung der Zuckertoleranz: 
Lepkowski, Wood u. Evans, J. of Biol. Chem. 87, 239 (1930); Ver- 
mehrung des Leberglykogens: Abderhalden u. Wertheimer, Pfliigers 
Arch. 230, 601 (1932); Westenbrink, Arch. néerl. Physiol. 17, 429 (1933). 

2") Scheunert, ,,Vitamine“, Handbuch der Lebensmittelchemie, S. 889. 
Springer, Berlin 1933. 
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wenn alle Vitamine sofort hinzugefiittert werden, zeigen die Ver- 
suche von Chaikoff**); ihm gelang es, zwei pankreasdiabetische 
Hunde mit Insulin, Fleisch, Rohrzucker, Knochenasche und den 
Vitaminen A, D und B aus Reiskleie jetzt schon 5 Jahre am 
Leben zu erhalten. 

Es ]aBt sich nicht entscheiden, welcher Teil des B-Komplexes 
fir das Auftreten der Mangelerscheinungen besonders verantwort- 
lich ist. Bei meinen Tieren waren andere charakteristische 
Symptome des B-Mangels nicht zu beobachten. Brenztrauben- 
siure?*) war im Harn (Jodoformprobe) nicht nachzuweisen. Das 
Blut habe ich nicht gepriift. Dort und in den Organen B-avita- 
minotischer Tiere kommt sie vor und verschwindet auf Fiitterung 
von B, (Aneurin) wieder®), Leider ist diese Mitteilung erst er- 
schienen, nachdem meine Versuche schon experimentell ab- 
geschlossen waren. Beziehungen, die zwischen B, und dem Thiochrom 
des Harns bestehen (Koschara, Kuhn), lassen sich diagnostisch 
noch nicht verwerten. Daf bei meinen Versuchstieren eine 
Bradykardie bestanden hat, die fiir B,-Mangel charakteristisch 
ist*4), méchte ich ebenfalls mit Sicherheit nicht behaupten. 

Vitamin B,-Mangel allein ist sicher nicht die Ursache der 
bei meinen diabetischen Hunden beobachteten Stérungen; denn 
die Heilversuche mit B, allein verliefen alle negativ. Vielleicht 
ist dafiir der Umstand verantwortlich, daB gleichzeitig auch 
Vitamin B, mangelte. Ein spezifisches Mangelsymptom fiir 
Vitamin B, ist nicht bekannt**) und der auftretende Wachstums- 
stillstand bei jungen Tieren war hier nicht zu verwerten. Als 
»gelbes Ferment“ greift es in die Oxydationsprozesse der Zelle 
ein, und auBerhalb des Tierkérpers wurde bei Fermentansitzen **) 
seine Bedeutung im Zuckerumsatz der Zelle festgestellt. Hs ist 
also wohl denkbar, daf B,-Mangel den Zuckerabbau auch im 
Tierkérper stért und auf diese Weise eine Glykosurie mitbedingt. 
Stepp*4) glaubt so die Blutzuckersenkungen deuten zu diirfen, 
die er bei Diabetikern nach Injektionen von Lactoflavin beobachtet 





8) Chaikoff, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 35, 211 (1935—36). 

*%) Peters, Lancet 230, 1161 (1986), auch Dtsch. med. Wschr. 63, 1141 
(1937); Lohmann, Naturw. 25, 26 (1937); v. Euler, Naturw. 28, 416 (1937). 
8°) Shindo, Diese Z. 247, III (1937). 

3) Birch u. Harris, Biochemie. J. 28, 602 (1934). 

32) Vetter, Erg. Physiol. 38, 855 (1936). 

3) Warburg u. Christian, Helvet. Chim. Acta 19 E, 79 (1936). 

$4) Stepp, Kiihnau, Schréder, ,,Die Vitamine“. Stuttgart 1936, S. 54. 
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hat. Es mu weiteren Arbeiten vorbehalten bleiben, herauszufinden, 
durch Mangel welcher einzelnen Stoffe die Zuckerverwertung so 
erschwert worden ist und an welcher Stelle des Abbaues sie ein- 
greifen. Jede Stérung des Abbauweges kann schlieBlich auch den 
Abbau des Anfangsgliedes unterbrechen. Die Glykosurie ist eben 
nur das sichtbare Endglied von Stérungen im intermediiren 
Zuckerhaushalt iiberhaupt. 

Zum Schlusse ist auf die Arbeiten von Best, Hershey und 
Soskin*) noch kurz einzugehen. Die Autoren fanden, daB sich beim 
diabetischen Hund bei einer Diit von rohem Fleisch, Rohrzucker 
und Insulin nach 3—11 Monaten eine Leberschiidigung entwickelt, 
die zum Tode fiihrte, falls nicht ,,Rohlecithin“ hinzugefiittert 
wurde. Bei der Sektion wurden die von Allan und Mitarbeitern’) 
beobachteten Leberverfettungen festgestellt. Ob und inwieweit 
die Wirksamkeit des Insulins sich bei der Entwicklung des 
Krankheitsbildes verschlechtert, wird nicht angegeben. Wenn es 
sich bei den obigen und meinen Versuchen um das gleiche 
Krankheitsbild handelt, hat es sich nur verschieden schnell ent- 
wickelt. Bei der von mir angewandten praktisch Vitamin B-freien 
Diit sind dann die Symptome einer Leberschiidigung schon nach 
5—7 Wochen aufgetreten (Vers. II, III, IV); und wo ich im rohen 
Pferdefleisch mehr Vitamin B fiitterte (Vers. J), dauerte es eben- 
falls 3 Monate. In diesem Versuch wurde Sojaschlamm und damit 
Lecithin gefiittert, ohne daB die Entwicklung der Stoffwechsel- 
stérung hiitte aufgehalten werden kgénnen. Leider wird von den 
Autoren nicht angegeben, ob ihr verfiittertes, aus Eigelb ge- 
wonnenes ,,Rohlecithin* Vitamin B enthielt. Wenn es nicht be- 
sonders entfernt worden war, muB es darin enthalten gewesen 
sein; denn neben 2,5 7 Vitamin B, **) sind in 1 g Eigelb des 
Hiihnereies (Frischgewicht) 5—6 y Flavin *’) enthalten. 


Zusammenfassung. 


1. Bei mit Insulin gut eingestellten, pankreaslosen, diabetischen 
Hunden tritt unter praktisch Vitamin B-freier Ernihrung nach 
5—7 Wochen eine Stoffwechselstérung auf, die gekennzeichnet ist 
durch Blutzuckererhéhung, Glykosurie und Nachlassen der Insulin- 
wirksamkeit. In einem Falle trat dieser Zustand bei Zufiitterung 


35) Hershey, Amer. J. Physiol. 93, Proc. S. 657 (1930); Hershey u. 
Soskin, Amer. J. Physiol. 98, 74 (1931); vgl. auch unter Nr. 5. 

38) Vgl. unter Nr. 34, S. 26. 

37) vy. Euler, Adler u. Schlitzer, Diese Z. 226, 88 (1934). 
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von Lecithin erst nach 3 Monaten ein, aber es waren hier mehr 
Vitamine in der Nahrung enthalten. 

2. Ist dieser Zustand eingetreten, so liBt er sich durch 
Steigerung der Insulingaben voriibergehend beseitigen, doch tritt 
nach kurzer Zeit die Stérung wieder auf. Besteht die Stérung 
langere Zeit, so sind auch sehr groBe Insulingaben (8fache An- 
fangsmenge) nicht mehr imstande, die Glykosurie zu unterdriicken. 
Hypoglykimische Erscheinungen treten trotz der iibergroBen 
Insulingaben nicht auf. Geht man jetzt auf normale Ernihrung 
itiber, so vermindert sich die Glykosurie und wenn man nicht 
die Insulinmenge verringert, treten heftige hypoglykimische 
Krimpfe auf. 

3. In zwei von vier Versuchsreihen konnte die Zulage von 
Vitaminen die Stérung beseitigen. In einem Falle gelang es 
durch die Gabe aller Vitamine, im 2. Falle durch intramuskulire 
Injektionen von B, und B, in Form von Betaxin und Lacto- 
flavin (Bayer). Betaxin allein war wirkungslos. Lactoflavin allein 
wurde bisher nicht geniigend gepriift. Die Wirkungen des Insulins 
scheinen deshalb an die Gegenwart von Vitamin B gebunden 
zu sein. 


Herrn Prof. Thomas und Herrn Dr. Strack danke ich fiir vielfache 
Hilfe und Anregungen. Die Rockefeller-Stiftung hat die Arbeit 
finanziell unterstiitzt, die I.G. Farbenindustrie A.-G., E. Merck und 
die Cenovis- Werke durch Uberlassung ihrer Priparate. 
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Stoffwechselversuche zur Dehydrierung des Cyclohexanringes. 
Von 


Karl Bernhard. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Ziirich.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Juni 1937.) 


Bekanntlich besitzen eine Reihe biologisch hochwirksamer 
Verbindungen ein hydroaromatisches Grundgeriist. Beim Oestron, 
einem Hauptvertreter der weiblichen Sexualhormone ist der Ring A 
des Cyclopentano-perhydrophenanthrens aromatisch, d.h. dehydriert. 
Nach A. Butenandt und H. Kudszus?) kénnte das aus dem 
Cholesterin entstehende Dehydro-androsteron durch dehydrierende 
Einfliisse in die Oestrongruppe iibergehen. W. Dirscherl und 
F. Hanusch?’) erhielten in vitro aus Equilin Equilenin und ver- 
muten, daB dieser Vorgang im Stutenorganismus durch eine De- 
hydrogenase erfolgt. Auch die Tatsache, daB zahlreiche Ab- 


kémmlinge des Cyclopentano-phenanthrens carzinogen wirken, : 


laBt an die Umwandlung von kérpervertrauten Vorstufen durch 
Dehydrierung in solche Verbindungen denken. 

Ich habe versucht, das Schicksal einfach gebauter hydro- 
aromatischer Substanzen im Tierkérper besonders unter dem 
Gesichtspunkte der Dehydrierung zu verfolgen. Die hier mit- 
geteilten Stofiwechselversuche mit Abkémmlingen des Hexa- 
hydrobenzols bedeuten einen ersten Beitrag in dieser Richtung. 
Es wurden dabei gesunde Hunde verwendet und unter méglichst 
biologischen Bedingungen mit analysenreinen Verbindungen ge- 
arbeitet, die keine stérenden Wirkungen ausiibten. 


A. Versuche mit Hexahydrophenol, Hexahydrobenzoeséure, Hexa- 
hydrotoluol, Hexahydro-o- und p-Xylol und Hexahydroanilin. 
Cyclohexanol oder Hexahydrophenol C,H,,O konnte ich 


nach subcutaner Injektion im Harn nicht nachweisen. Paarungs- 
produkte waren nicht vorhanden, die Reaktionen auf Glykuronsiure 


1) Diese Z. 237, 75 (1935). 2) Diese Z. 236, 131 (1935). 
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und Phenylschwefelsiiure negativ. Eine Dehydrierung zu Phenol 
trat nicht auf, da dieses auch in kleineren Mengen aufzufinden 
wire. Es ist anzunehmen, da Cyclohexanol durch Ringoxydation 
vollig ,,verbrennt“. Bekanntlich entsteht in vitro mit Permanganat 
leicht Adipinsiure, auch im Tier kénnte eine solche Umwandlung 
stattfinden, wobei die auftretenden kleinen Mengen Adipinsiure 
véllig abgebaut werden’). 

Man miiBte wahrscheinlich die Cyclohexanoldosen bedeutend 
steigern, um zum Nachweis der Adipinsiure zu gelangen. 

Cyclohexan soll nach E. Filippi*) vom Kaninchen zu 
Cyclohexanon oxydiert werden. Nach Injektion von 10 g Cyclo- 
hexanon wahrend 20 Tagen an ein Kaninchen will Filippi im 
Harne Adipinsiure aufgefunden haben. Das Pentaoxycyclohexan, 
der Quercit wird unverindert ausgeschieden 5), Vom Inosit, dessen 
inaktive Form (Mesoinosit) den pflanzlichen Wuchsstoff Bios I 
darstellt®), weif man, daB der Mensch kleinere Mengen verbrennt, 
wihrend gréBere wunverindert im MHarn erscheinen’). Nach 
P. Mayer®) soll zum Teil r-Milchsiure entstehen. Uber die 
Oxydation des Inosites durch Rattengewebe berichteten N. Das 
und B. C. Guha’), Menthol (p-Menthanol-(3)) wird bekanntlich 
sowohl nach oraler als subcutaner Gabe mit Glucuronsiure ge- 
paart. Die gebildete Mentholglucuronsiure gibt bei der Spaltung 
mit f-Glucosidase d-Glucuronsiure ). 

K. Friedmann!) priifte ausgehend von Uberlegungen be- 
treffend die Umwandlung gesiittigter Fettsiuren in ungesittigte 
in Stoffwechselversuchen das Verhalten von Hexahydrobenzoesiure, 
Hexahydroanthranilsiiure, Cyclohexanessigsiure und Cyclohexanol- 
essigsiure. Nach Fiitterung von 1,96 g Hexahydrobenzoesiure 
an einen Hund von 7,5 kg Gewicht, welcher tiglich 500 g Pferde- 
fleisch bekam, ergab sich eine geringe Vermehrung der Hippur- 
siureausscheidung von 0,32 auf 0,65 g. Sie kénnte aber durch 
die reichliche Fleischfiitterung bedingt sein und schien mir noch 





8) K. Bernhard u. M. Andreae, Diese Z. 245, 103 (1937). 

4) Arch. Farmacol. sper. 18, 178 (1914); C. 1915, I, 377. 

5) Pohl: Arch. f. exper. Path. 37, 413 (1896); Mering, Pfliigers Arch. 14, 
274 (1877). 

6) E. V. Eastcott, J. physic. Chem. 32, 1094 (1928); F. Kégl u. 
W. van Hasselt, Diese Z. 242, 74 (1936). 

*) Andersen u. Bosworth, J. of Biol. Chem. 25, 399 (1916). 

8) Biochem. Z. 9, 533 (1908). *) Diese Z. 231, 157 (1935). 

10) A. da Cruz, C. r. Soe. Biol. 105, 815 (1930). 
11) Biochem. Z. 36, 48 (1911). 
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nicht véllig beweisend fiir die bemerkenswerte Tatsache der De- 
hydrierung der Hexahydrobenzoesiure zu Benzoesiure: 


ont  cHl-COOH —sH —» CHY “ me 
CH,— CH, \CH—CH 

Theoretisch hatten sich 2,76 g Hippursiiure ergeben miissen, 
die aufgefundene Menge von 0,33 g entspricht einer Ausbeute 
von 12°/,. 

Ich habe gréBere Mengen Hexahydrobenzoesiure C,H,,0, 
an ein und denselben Hund verfiittert und injiziert, 

Im ersteren Falle konnte ich 58,91°/, Benzoesiure, im 
zweiten Falle 44,7°/, und eine 3,78°/, Benzoesiure entsprechende 
Hippursiiuremenge isolieren. Hexahydrobenzoesiiure war nicht 
aufzufinden. Sie wird zum groBen Teil in Benzoesiure um- 
gewandelt. Die Befunde Friedmanns erfahren damit eine Be- 
stitigung und Erweiterung. 

Bei allen Versuchen arbeitete ich mit einheitlich ernihrten Hunden 
beiderlei Geschlechts, welche pro Tag 150 g Reis und 50 g mageres Pferde- 
fleisch erhielten. Kontrollversuche ergaben, da8 unter diesen Bedingungen 
die Hippursiiureausscheidung sehr gering ist und Paarungsreaktionen mit 
Glykokoll praktisch ausbleiben. Aus einer wiihrend 6 Tagen gesammelten 
Harnmenge von 4080 cem erhielt ich etwa 80 mg Benzoesiure, in anderen 
Fallen war diese Menge noch geringer oder es lieben sich iiberhaupt keine 
krystallinen Anteile gewinnen. Paarungen der Benzoesiiure mit Glucuron- 
siiure habe ich bei dieser Fiitterung nie beobachtet. 

Von verschiedenen Autoren ist gezeigt worden, da8 aus Toluol 
im Tier durch Methyloxydation !*) Benzoesiiure entsteht. F. Knoop 
und H. Gehrke?*) konnten nach Verabreichung von 7,00 g Methyl- 
benzol an einen Hund, 12 g Hippursiiure auffinden. Es schien 
mir interessant, das Verhalten des Hexahydrotoluols zu priifen. 
Es kénnte durch Methyloxydation Hexahydrobenzoesiure bilden, 
welche nach den mitgeteilten Erfahrungen als Benzoesiure zur 
Ausscheidung gelangt. Es wire auch denkbar, daB zuerst eine 
Dehydrierung zu Toluol und dann Methyloxydation erfolgt. 
SchlieBlich mu8te aber auch mit einem voélligen Abbau gerechnet 
werden. Die letztere Méglichkeit entspricht den experimentellen 
Befunden. Nach Verfiitierung von 30 und 15 g Methylcyclo- 
hexan C,H,, an zwei verschiedene Hunde, konnte ich weder 
Benzoesaiure noch Hippursiure noch irgendwelche Abbauprodukte 
aus den Harnen isolieren. Unverindertes Ausgangsmaterial war 


C-COOH 


~) Vel. R. Kuhn, F. und L. Kahler, Diese Z. 242, 171 (1936). 
13) Diese Z. 146, 68 (1925). 
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De- nicht vorhanden und auch nicht zu erwarten. Die Resorption 
wurde durch Aufarbeiten des Kotes in beiden Fallen kontrolliert. 
Er enthielt kein Methylcyclohexan. Es ist anzunehmen, dab 


0H dieses durch Ringoxydation in eine «-Ketosiure iibergehen kénnte, 
H CH O CH 
en, ie . oe . 
ute C 
ins “a 
‘ H,C 0H, _ H.C COOH 
; | | _ Pa 
sii H,C CH, H,C CH, 
“a va 
1m C 
nde H, H, 
cht 


welche leicht abgebaut wiirde. Methyloxydation kann also hier 





—_ nicht die primire Reaktion sein, da sonst Benzoesiiure auftreten 
Be- miiBte. 

Nach Schultzen und Naunyn) sollen von Menschen 5—6, 
iden von Hunden 4g Xylol per oral ohne Schaden ertragen werden, 
od wobei im Harne Toluyl- und Tolursiiuren auftreten. E. Filippi 
wait (a. a. QO.) injizierte einem Kaninchen wihrend einigen Tagen subcutan 
Iten je 0,5 ccm o-Xylol und erhielt aus dem Harn eine nicht an- 
ren gegebene Menge einer bei 102° schmelzenden Substanz, welche 
ce als o-Toluylsiiure bezeichnet wird. Eine doppelte Methyloxydation, 

d. h, Bildung einer Dicarbonsiure wurde nie beobachtet. 
- Nach Hiitterung von gewohnlichem o-Dimethylcyclohexan 
a C,H,, fand ich keine o-Toluylsiure oder o-Tolursiure. Da die 
vyi- Harnaufarbeitung keine Abbauprodukte ergab und nach den Er- 
ae fahrungen mit Methylcyclohexan an der Resorption nicht zu 
fon. zweifeln ist, diirfte Dimethyleyclohexan vollig abgebaut werden. 
as Analog verhielt sich gewohnliches p-Dimethylcyclohexan. Auch 
pane hier konnte ich nach V erfiitterung keine Toluylsiure oder andere 
ra krystallisierte F raktionen isolieren. Durch Ringoxydation ent- 
Jot. stehende Siuren mit offener C-Kette kénnten fraglos verbrennen. 
toll Nach oraler und subcutaner Verabreichung von Amino- 
ie cyclohexan C,H,,N als Chlorhydrat, enthielt der Hundeharn 
ts, ebenfalls keine faBbaren Abbauprodukte. Anilin bzw. p-Oxyanilin 
.. traten nicht auf, eine Verfarbung des Urins konnte nicht beob- 
hte achtet werden, auch stellten sich keine Vergiftungen ein. Es 
non scheint, daB der Organismus auch diese Verbindung ganz ab- 


bauen kann, 


14) Zitiert nach J. Houben, Fortschritte der Heilstoffchemie 2, 41 (1932). 
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Von den untersuchten hydroaromatischen Verbindungen erfuhr 
einzig die Hexahydrobenzoesiure eine auf Grund entstehender 
und isolierbarer Benzoesiure nachweisbare Dehydrierung. 

Man kénnte annehmen, daf die Umwandlung des Cyclohexan- 
ringes in den Benzolring im Tierkérper an das Vorhandensein 
einer COOH-Gruppe gebunden ist, oder da8 die Dehydrierung 
der Hexahydrobenzoesiure eine spezifische Reaktion der Zelle, 
vielleicht der Leber oder der Niere darstellt. 

Um zu priifen, was nach Sperrung der Carboxylgruppe ein- 
tritt, untersuchte ich das Verhalten von Amiden und Paarungs- 
produkten der Hexahydrobenzoesiiure. 


B. Versuche mit N-Methyl-hexahydro-benzamid, N,N-Dimethyl-hexa- 
hydro-benzamid, Hexahydro-hippursdure, Hexahydro-benoyl-sarkosin 
und Hexahydro-benzoy)]-alanin. 


Ich konnte zeigen, daB N-Methyl- und N,N-Dimethyl-benzamid 
vom lier in Benzoesiure umgewandelt werden*) und komme in 
einer spiteren Arbeit auf die Bedeutung und Spaltung der Amid- 
Bindung zuriick. Es war zu erwarten, da8 vdllig hydriertes 
Methyl- und Dimethylbenzamid gleichfalls gespalten werden und 
die intermediir auftretende Hexahydrobenzoesiure als Benzoesiure 
zur Ausscheidung gelangt. ‘Tatsichlich isolierte ich nach sub- 
cutaner Injektion der beiden wasserléslichen Verbindungen 
N-Methyl-hexahydrobenzamid C,H,,CO.NH-CH, und N N-Di- 
methyl-hexahydro-benzamid ©,H,, CON(CH,), aus dem Hunde- 
harn 39,92 und 28,45°/, der theoretisch méglichen Benzoesaure- 
mengen. 

Von den hergestellten Paarungsprodukten wurde subcutan 
gegebene Hexahydrohippursiure C,H,,CO-NH-CH,COOH zu 
44,47°/, als Benzoesiure ausgeschieden. Es ist anzunehmen, daf 
die Verbindung durch das Histocym gespalten wird und erneut 
die Verhiltnisse des Hexahydrobenzoesiiure-Abbaues gegeben sind. 
Hexahydro-benzoylsarkosin C,H,,-CON(CH,)-CH,COOH ver- 
laBt den Organismus dagegen zum ‘Teil unverindert und konnte 
zu 31,94°/, wieder aufgefunden werden. Die COOH-Gruppe wird 
hier nicht .,frei“, womit auch die Dehydrierung auspleibt. 
Benzoy]-d,1-alanin wird nach Magnus Levy’) nicht abgebaut. Auch 
Hexahydro-benzoyl-alanin ©,H,, -CO-NH-CH(CH,)- COOH, 





*) Vorgetragen an der 11. Tagung der Freien Vereinigung schweiz. 
Physiologen am 30. Jan. 1937 in Bern. 
15) Biochem. Z. 6, 541 (1907). 
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dessen Na-Salz leicht léslich ist, konnte ich nach subcutaner 
Injektion zu 68,18°/, aus dem Harn isolieren. 

Wihrend die Amide und die Hexahydrohippursiure gespalten 
werden und Benzoesiure bilden, verlassen Hexahydro-benzoyl- 
Sarkosin und -Alanin den Organismus unverindert. Es kommt 
also nicht zur Bildung entsprechender dehydrierter Verbindungen. 
Es diirfte aus diesen Versuchen deutlich die Bedeutung der freien 
COOH-Gruppe fiir die Dehydrierung hervorgehen. Dabei handelte 
es sich immer um ein am Kohlenstoff-Ring sitzendes Carboxy]l. 
In den zwei folgenden Versuchen wurden auch Verbindungen mit 
endstiindiger COOH-Gruppe an einer Seitenkette gepriift. 


C. Verhalten von Cyclohexylessigsaure und Cyclohexylpropionsaure. 


Friedmann?) hatte einem mit Fleisch gefiitterten Hund 
2,55 g Cyclohexylessigsiiure subcutan injiziert und im Harne aus- 
schlieBlich nach Hippursiiure gesucht, welche nicht vermehrt, 
sondern gegeniiber dem Kontrollversuch erniedrigt war. 

CyclohexylessigsiureC,H,,CH,-COOH kann keine Benzoe- 
bzw. Hippursiure geben. Nach E. und H. Salkowski?‘) wird 
Phenylessigsiure unverindert bzw. als Phenacetursiiure aus- 
geschieden. Man hitte also héchstens eine Dehydrierung zu 
letzterer erwarten kénnen. Nach Verabreichung des Natrium- 
salzes der Cyclohexylessigsiiure fand ich indessen keine Dehydrie- 
rungsprodukte, es lief sich lediglich eine geringe und daher 
schwer rein zu erhaltende Menge Ausgangsmaterial gewinnen. 
Daneben konnte ich aber aus einem wifrigen Auszug der nicht- 
wasserdampffliichtigen Anteile des atherischen Extraktes 414 mg 
Bernsteinsiure isolieren. Cyclohexylessigsiure wird demnach 
nicht dehydriert, sondern gréBtenteils durch Ringoxydation ab- 
gebaut. Man diirfte kaum fehlgehen, wenn man annimmt, dai 
zuerst die #-Keto-korksiure gebildet wurde und daraus iiber 
Adipinsiure die Bernsteinsiiure entstand: 


H  CH,-COOH O CH,-COOH 
al ea 
CG G 
Ped 
H,6 ‘OH, HO COOH 
a. | | — 
H.C CH, H,C CH, 
Tiga iat” 
G G 
H, Hy 


COOH. CH,-CH,-CH,-CH,-COOH > COOH-CH,-CH,-COOH. 


16) Ber. chem. Ges. 12, 653 (1879). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVIII. 19 
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Es ist auffallend, da8 nicht Adipin-, sondern Bernsteinsiure 
aufgefunden wurde. Letztere kann nach peroraler Verabreichung nur 
in geringen Mengen im Harn nachgewiesen werden’) Sie wurde 
auch nach Verfiitterung héherer Dicarbonsiuren nie angetroffen. 

Cyclohexylpropionsaure ©,H,,-CH,-CH,-COOH wurde 
hingegen vom Hund zu 44,6°/, als Benzoesiure ausgeschieden. 
Sie wird demnach wie die Phenylpropionsiure !") durch 8-Oxydation 
der Seitenkette angegriffen. Die intermediir sich bildende Hexa- 
hydrobenzoesiure wird dehydriert und zu einem allerdings geringen 
Teil auch mit Glykokoll gepaart als Hexahydrohippursiure aus- 
geschieden. Der Hund vermag demnach Hexahydrohippursiure 
nicht nur zu spalten, sondern auch aus Hexahydrobenzoesiure 
zu bilden. Es ist kaum anzunehmen, daf zuerst dehydriert wurde, 
d. h. Phenylpropionsiure entstand. Hingegen scheint neben dem 
Abbau der Seitenkette auch hier eine Ringoxydation méglich, so 
daB vielleicht ein Teil der Cyclopropionsiiure iiber eine y-Keto- 
azelainsiure verbrennt. 

Das geschilderte Verhalten der beiden untersuchten Ver- 
bindungen beweist unter anderem die zur Dehydrierung notwendige, 
am Kohlenstoffring sitzende COOH-Gruppe und zeigt, daB inter- 
mediir durch f-oxydativen Abbau entstehende Hexahydrobenzoe- 
siure wieder Benzoesiure gibt. Damit wiirde sich die Dehydrie- 
rung des Cyclohexanringes lediglich auf die Hexahydrobenzoesiure 
beschrinken. Es bliebe demnach zu priifen, wie sich die Ver- 
hiltnisse bei Methyl-, Oxy- und Amido-Hexahydrobenzoesiuren 
und hydrierten Phtalsiuren gestalten. 


D. Versuche mit Hexahydro, o-, m- und p-Toluylsduren und Chinasaure. 

Von den drei Methylbenzoesiuren C,H,(CH,)-COOH, o-, m- 
und p-Toluylsiure, stellten Kraut?) Gleditsch und Moeller’) 
fest, daB sie von Menschen mit Glykokoll gepaart als Tolursiuren 
ausgeschieden werden. A.J. Quick*®) bestitigte an Hunden die 
Paarungen mit Aminoessigsiure, welche bei der o-Siure nur 
gering, bei der m-Siure am stirksten eintritt. Noch abhingiger 
von der Stellung der Methylgruppe erweist sich die Glucuron- 
saurepaarung. 

Um zu zahlenmiBigen Angaben iiber die Ausscheidung dieser 
Siuren zu gelangen, verfiitterte ich gleiche Mengen demselben 


1) F. Knoop, Hofm. Beitr. 6, 150 (1905). 
18) Liebigs Ann. 98, 360 (1856). 19) Liebigs Aun. 250, 376 (1888). 
20) J. of Biol. Chem. 96, 83 (1932). 
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Hunde. Die o-Toluylsaure wurde zu 65,66, diem-Siure zu 79,43 
und die p-Saure zu 78,85°/, unveraindert aufgefunden. Paarungen 
traten nicht oder jedenfalls nur in sehr geringem Umfang ein. 

Wieder dem gleichen Hund wurden nun die vdllig hydrierten 
Séuren verabreicht. 

Die cis-Hexahydro-o-toluylsiure fand ich nach sub- 
cutaner Injektion zu 42,14°/,, die trans-Hexahydro-o-toluyl- 
siure zu 58,26°/, und nach Fiitterung zu 73,22°/, im Harne 
unveraindert ausgeschieden. o-Toluylsiure bildet sich nicht. 

Nach Fiitterung von Hexahydro-m-toluylsiure isolierte 
ich aus dem Harne 36,6°/, m-Toluylsiure. 

Die Hexahydro-p-toluylsiure wurde weitgehend ab- 
gebaut. Es konnten hier krystalline Fraktionen mit erhéhten 
Schmelzpunkten und Wasserstoffwerten erhalten werden, welche 
Permanganat entfirbten und wohl Gemische partiell dehydrierter 
Saéuren oder von Hexahydro- und p-Toluylsiure darstellen. 

Wir haben im Verhalten der drei Séiuren somit ein Beispiel 
sterischer Hinderung eines enzymatischen Prozesses. Die o-stiindige 
Methylgruppe verhindert Dehydrierung und wohl auch Abbau der 
Hexahydro-o-toluylsiure, die m-Saiure hingegen wird dehydriert 
und abgebaut, wihrend bei der p-Siure die durch Ringoxydation 
erméglichte Verbrennung schon ausgedehnt stattfindet, daneben 
aber die Dehydrierung noch nachweisbar ist. Die Entstehung von 
m-Toluylsiure aus Hexahydro-m-toluylsiure beweist auch, daB die 
Dehydrierung.nicht auf die Hexahydrobenzoesiure beschrankt bleibt. 

In analoger Weise kénnte man das Verhalten entsprechender 
Oxy-Siuren studieren. Ich beschrinkte mich vorerst auf Stoff- 
wechselversuche mit 1-Chinasiure. 

Schon im Jahre 1863 beobachtete E. Lautermann?®!) die 
Umwandlung der Chinasiure oder Cyclohexan-1,3,4,6-tetrol- 
1-carbonsiure?2) im menschlichen Stoffwechsel zu Benzoesiure 
bzw. Hippursiure. Stadelmann?’) vermutete, nachdem er bei 
Kaninchen nur 1/,,—/,, der berechneten Menge Hippursiure im 
Harn fand, bei den Herbivoren eine unveriinderte Ausscheidung 
der Chinasiure. Auch beim Hunde konnte er keine Erhéhung 
der Hippursiure nachweisen. Julius Schmid*‘) beobachtete nach 
oraler Chinasiurezufuhr vermehrte Ester-Schwefelsiurewerte, bei 


*1) Liebigs Ann. 125, 9 (1868). 

*) P.Karrer, R. Widmer u. P. Riso, Helvet. Chim. Acta 8, 195 (1925). 
*3) Arch. f. exper. Path. 10, 317 (1879). 

24) Zbl. inn. Med. 26, 81 (1905). 
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subcutaner Gabe an Hunde hingegen nicht. Auf Grund der 
spezifischen Drehung des Harnes stellte er fest, daB subcutan 
injizierte Chinasiure weitgehend, verfiitterte etwa zu 1/, (Mensch 
und Hund), unveraindert ausgeschieden wird. Exakte Stoffwechsel- 
versuche auf Grund priparativer Isolierungen scheinen nicht vor- 
zuliegen. Uber die Umwandlung der Chinasiure durch Spaltpilze 
zu Protocatechusiure berichteten O. Loew”) und O. Emmerling 
und E. Abderhalden?, wihrend nach Wl. Butkewitsch?’) 
wahrscheinlich auch Brenzcatechin entsteht. Neuerdings haben 
K. Bernhauer und H. H. Waelsch?’) und K. Bernhauer und 
B. Gérlich**) diese Befunde auf Grund von Versuchen mit ver- 
schiedenen Stiimmen von Aspergillus niger bestitigt. Es ist aber 
zu bedenken, daB der Nachweis der Protocatechusiiure, sowie des 
Brenzcatechins von den meisten Autoren nur auf Grund von 
Farbenreaktionen mit Eisenchlorid erbracht wurde. 

Ich verfiitterte und injizierte in zwei Versuchen demselben 
Hunde 1-Chinasaiure und konnte in beiden Fiillen im Harne keine 
Benzoesiure auffinden. Die polarimetrischen Messungen lieBen 
errechnen, da nach oraler Gabe etwa 50°/,, nach Injektion die 
ganze Menge der gegebenen 1-Chinasiiure im Harne vorhanden war. 
Jedenfalls findet keine Dehydrierung statt. 


Experimenteller Teil. 


Allgemeines. Von den verwendeten Bastardhunden von mittlerem 
Gewicht (9—12 kg) waren die zwei miinnlichen B. und P. etwa 
2 Jahre, die drei weiblichen M., W. und Bo. etwa 3, 5 und 1 Jahr 
alt. Die Tiere befanden sich in Stoffwechselkifigen, die Aus- 
scheidungen und das Kifigspiilwasser wurden quantitativ ge- 
sammelt. Die Fiitterung wurde bereits angegeben. 

Die Harne (und die Spiilwasser) habe ich meist bei kongo- 
saurer Reaktion 5mal je 4—5 Stunden auf einer Schiittelmaschine 
mit je 2 Liter Ather extrahiert. AnschlieBend wurde der Harn 
bei neutraler oder leicht alkalischer Reaktion im Vakuum auf 
400—500 ccm eingeengt und erneut nach Ansiuern 4—5mal mit 
Ather behandelt, wodurch eine erschépfende Extraktion garantiert 
ist. Das weitere Vorgehen richtete sich nach den immer analysen- 


2%) B. 14, 450 (1881). 

26) Centralbl. f. Bakt. (2) 10, 837 (1903); C. 1903, I, 1190. 

27) Biochem. Z. 145, 442 (1924). 28) Biochem. Z. 249, 223 (1982). 
29) Biochem. Z. 280, 394 (1935). 
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rein verabreichten Substanzen und ihrem voraussichtlichen Ver- 
halten. 

Die Reinigungen isolierter roher Fraktionen habe ich durch 
Umkrystallisieren, Destillieren oder durch Vakuum-Sublimation 
im Kupferblock bei 1 mm vorgenommen. Besonders bei Benzoe- 
siure bewihrte sich dieses Verfahren sehr und ist viel weniger 
verlustreich. Alle angegebenen Ausbeuten beziehen sich auf 
analysenreine Verbindungen. 


A. 


V. 95. Subcutane Injektion von Cyclohexanol. Cyclohexanol 
konnte wegen seines intensiven Geruches nicht verfiittert werden. Ich 
habe dem Hund W. in Olivenél gelést (1 g in 5 cem) unter sterilen Be- 
dingungen (1 + 1) +242+3+3 +43 = 15,0 g Cyclohexanol (Merck) an 
6 Tagen subcutan gespritzt. Dosis pro Tag und pro kg Kérpergewicht: 
0,238 g. Der Harn war wihrend der ganzen Versuchsperiode normal und 
reduzierte auch nach salzsaurer Hydrolyse Fehlingsche Lésung nicht. 
Phenylschwefelsiiure konnte nicht nachgewiesen werden. Die alkalische, 
5355 eem betragende Harnmenge der 10tigigen Hauptperiode wurde filtriert, 
angesiuert und mit 15 Liter Ather extrahiert. Mit Wasserdampf destillierten 
aus dem Ather-Riickstand lediglich 333,5 mg nicht krystallisierende, gefirbte 
Schmieren. Die nichtfliichtigen itherléslichen Anteile krystallisierten nicht 
und waren durchwegs braune, ziihe Riickstinde. Auch die Ather-Extraktion 
des Harnkonzentrates fiihrte nicht zur Auffindung identifizierbarer Verbin- 
dungen. Analog verhielt sich die 8465 ccm betragende Harnmenge der 
litigigen Nachperiode. 


V. 70. Fitterung von Hexahydrobenzoesaure. Hexahydrobenzoe- 
siiure fitterte ich als Natriumsalz in wiBriger Lésung dem Hunde M. Er 
erhielt in 10 Tagen 10,00 g, pro Tag und pro kg Kérpergewicht 137 mg. 
Die Harnmengen der Hauptperiode (5820 ccm) und der 3tiigigen Nach- 
periode (1900 cem) wurden vereinigt. Aus den iitherischen Extrakten 
lieBen sich 6,086 g rohe Benzoesiiure isolieren, die aus Benzol umkrystalli- 
siert 5,615 g reine Siiure gaben. 


Schmelzp. 121°; Mischschmelzpunkt mit Benzoesiiure 121—122°. 
Titration: 114,6 mg verbrauchen 9,43 ccm 0,1 n-NaQH. 
4,814 mg Subst : 12,150 mg CO,, 2,140 mg H,0. 
C,H,O, (Mol-Gew. 122,05) Ber. C 68,82 H 4,96 Aquiv.-Gew. 122,05 
Gef. ,, 68,82 ,, 4,97 . 121,5. 
Aus 10,00 g Hexahydrobenzoesiiure kénnen theoretisch 9,531 g Benzoe- 
siiure entstehen. Die Ausbeute betriigt somit 58,91°/). 


V. 71. Subcutane Injektion von Hexahydrobenzoesaure. Analoges 
Ausgangsmaterial wie bei V. 70. Demselben Hund spritzte ich an 5 Tagen 


je 1,00 g mit Natronlauge neutralisierte und sterilisierte Hexahydrobenzoe- 


siiure unter die Haut: pro Tag und pro kg Korpergewicht 82 mg. Dauer 
der Hauptperiode 11, der Nachperiode 4 Tage, Harnmengen 8210 ccm 
und 8210 cem. Isolierung von 2,134 g oder 44,78 °/, reiner Benzoesiiure. 
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Schmelzp. 120°; Mischschmelzpunkt mit Benzoesiiure 120,5°. 
Gef. C 68,80 H 4,99 Aquiv.-Gew. 122,1. 


Daneben konnten 264,0 mg Hippursiiure abgeschieden werden, welche 
3,78°/, der theoretischen Menge entsprechen. 


Schmelzp. 185—187°; Mischschmelzpunkt mit Hippursiiure 186—188°. 


3,974 mg Subst.: 8,770 mg CO,, 1,780 mg H,0. 
C,H,O, (Mol-Gew. 179,08) Ber. C 60,33 H 5,06 Gef. 60,19 H 5,01. 
Unveriinderte Hexahydrobenzoesiure habe ich wie bei Versuch 70 
nicht aufgefunden. 


V.111. Fiitterung von Methyleyclohexan. Hund W. bekam zum 
Futter eine Liésung von Methyleyclohexan in Olivendl. 


C,H,, (Mol-Gew. 98,11) Ber. C 85,62 H14,38  Gef. C 85,89 H 14,47. 


Wiihrend 15 Tagen wurden 30,0 g verfiittert, pro Tag und pro kg 
Koérpergewicht 200 mg. Die Harnmengen, eine 4tiigige Nachperiode in- 
begriffen, hatten ein Volumen von 10480 ccm. Ihre Aufarbeitung erfolgte 
in erster Linie im Hinblick auf die Isolierung entstehender Benzoesiiure 
und eventuell durch Ringoxydation gebildeter Abbauprodukte. Die Ather- 
Extrakte (121/, Liter) habe ich bei 50° eingedampft und anschlieBend auf 
80° erwirmt. Dann wurde der Riickstand mit wenig Wasser aufgenommen 
und nochmals mit Ather ausgeschiittelt. Nach Abdunsten desselben habe 
ich zur Benzoesiiureabtrennung wiederholte Male Petrolither zugegeben, 
welcher indessen nur 1,33 g braunen, fliissigen, nicht krystallisierten Riick- 
stand ergab. Es lie sich keine Benzoesiiure isolieren. Das nicht Petrol- 
iitherlésliche behandelte ich mit heiBem Wasser und trennte in ,,braunes 
Ol und wiBrige Phase. Letztere lieferte beim stufenweisen Eindampfen 
keine Krystalle. Auch durch nochmalige Ather-Extraktion des auf 500 ccm 
gebrachten Harnes und Aufarbeitung der iitherischen Extrakte gelang es 
nicht, krystallisierte Produkte zu fassen. 

Zur Bestiitigung erfolgter Resorption habe ich den Kot nach Zugabe 
von wenig Siure und Natriumsulfat mit Ather extrahiert. Methyleyclo- 


hexan war nicht nachzuweisen. 


V.112. Fiitterung von Methylcyclohexan. Das Ergebnis des 
Versuches 111 wurde durch noechmalige Fiitterung einer etwas gréBeren 
Tagesmenge Methyleyclohexan an ein anderes Tier bestiitigt. Hund M. 
bekam wihrend 5 Tagen auch mit Olivendl und dem Futter beigemischt 
15,00 g oder pro die und kg Korpergewicht 290 mg Methyleyclohexan. Die 
4915 cem betragende Harnmenge von 8 Tagen und den quantitativ ge- 
sammelten Kot habe ich analog wie bei V. 111 untersucht. 

V. 122. Fiitterung von o-Dimethyl-cyclohexan. Hund B. bekam 
zum Futter wihrend 4 Tagen je 2,00 g in Olivendl geléstes o-Dimethyl- 
eyclohexan (pro die und kg Kérpergewicht 167 mg). 

CsH,, (Mol-Gew. 112,13) Ber. C 85,61 H14,39 Gef. C 85,49 H 14,33. 

Dauer des Versuches inklusive Nachperiode 7 Tage. Die Aufarbeitung 
der 2715 ccm betragenden Harnmenge fiihrte nicht zur Auffindung von 
o-Toluylsiure. Die itherischen Extrakte wurden wiederholt mit Petrolither 
behandelt, welcher lediglich 82,3 mg braunen, nich¢ krystallisierten Riick- 
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stand hinterlie8. Auch durch anschlieBende Behandlung mit heiBem Wasser 
konnten keine krystallisierten Anteile herausgelést werden. Den Kot habe 
ich nicht aufgearbeitet, da an der Resorption des verabreichten Dimethy]- 
cyclohexans nicht zu zweifeln war. 


V.121. Fitterung von p-Dimethylcyclohexan. Hexahydro-p-xylol 
(Priparat der Firma Friinkel und Landau, Berlin) wurde in Mengen von 
2,00 g pro Tag in Olivenél gelést dem Hunde B. an 4 aufeinanderfolgenden 
Tagen verfiittert. Gesamt-Menge 8,00 g, pro die und pro kg Kérpergewicht 
162 mg. Die Harnmenge von 7 Tagen betrug 2755 cem. Ihre Aufarbeitung 
fiihrte nicht zur Auffindung krystallisierter Fraktionen und nicht zur Isolie- 
rung merklicher Mengen p-Toluylsiure. 


V. 114. Subcutane Injektion von Amidocyclohexan. Dem Hunde P. 
injizierte ich an 7 aufeinanderfolgenden Tagen je 1,0 g Amidocyclohexan 
als Chlorhydrat in wiBriger Losung. Menge pro die und kg Kérper- 
gewicht 125 mg. Spiiter zeigten sich einige nekrotische Bezirke. Dauer 
des Versuches inklusiv Nachperiode 15 Tage. Die iitherische Extraktion 
der 8715 ccm betragenden, Fehlingsche Lésung auch nach Hydrolyse 
nicht reduzierenden Harnmenge lieferte keine krystallisierten iitherléslichen 
Anteile. Auch durch Wasserdampfdestillation des alkalischen Harnkonzen- 
trates gelang keine Abtrennung von unverindertem Amidocyclohexan, 
Anilin oder Oxyanilin. Das Destillat firbte sich mit Diazo-Reagenz in 
ammoniakalischer oder saurer Lésung nicht. 


V. 113. Fitterung von Amidocyclohexan. 16,0 g Amidocyclohexan 
wurden als Chlorhydrat in wiBriger Lésung dem Hunde B. in tiglichen 
Mengen von 1,0 g verfiittert (pro die und kg Kérpergewicht 80 mg) und 
gut vertragen. Der Harn (11085 ccm) war von normaler Farbe und ent- 
hielt weder Anilin, Oxyanilin oder andere Abbauprodukte. 


B. 


V. 92. Subcutane Injektion von Hexahydro-N-Methylbenzamid. 
Hexahydro-N-Methylbenzamid stellte ich neu aus 9,5 g Siurechlorid der 
Hexahydrobenzoesiure mit 15 cem 33°/,iger wibriger Lésung von Methyl- 
amin her. Nach lingerem Stehen schieden sich Krystalle ab, die getrocknet 
6,92 g wogen und aus heifem Wasser umkrystallisiert bei 110—112° 
schmolzen. Sie sind leicht léslich in heiBem Wasser, warmem Alkohol, 
Essigester und Benzol, miiBig léslich in Petrolither und Ather. Die aus 
Benzol sich abscheidenden langen Nadeln schmolzen bei 111,5—112°. 


3,414 mg Subst.: 8,515 mg CO,, 3,280 mg H,O. — 3,595 mg Subst.: 
0,308 com Ny, (24°, 761 mm). — 
C.H,,NO (Mol-Gew. 141,11) Ber. C 68,02 H 10,72 N 9,92 
Ge , 6601 ,, 10,75 ,, 9,86. 
Von dieser Substanz wurden als wifSrige Lisung dem Hunde B. 
8,25 g in 8 Malen subcutan injiziert, pro Tag und pro kg Korpergewicht 
somit 70 mg. Der wihrend 8 Tagen gesammelte Harn betrug 5160 ccm. 
Die Riickstiinde der iitherischen Extrakte habe ich mit Petrolither behandelt 


und 1,668 g rohe Benzoesiiure gewonnen. Die Reinigung durch Umkrystalli- 
sieren aus Wasser -— ein Verfahren, das mit Riicksicht auf ein eventuell 
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a 


vorhandenes Hexahydro-N-Methylbenzamid eingeschlagen wurde — verliuft 
immer verlustreich und ergab 1,097 g reine Benzoesiure. 


Schmelzp. 120°; Mischschmelzpunkt mit Benzoesiinre 120—121°. 
Gef. C 68,80 H 4,99. 


Unverindertes Ausgangsmaterial konnte nicht nachgewiesen werden. 
Der Petroliither-Riickstand enthielt zwar 0,33°/, N. Die isolierte Menge 
Benzoesiure entspricht einer Ausbeute von 39,92°/,. 


V. 94. Subcutane Injektion von Hexahydro-N,N - Dimethy]l- 
benzamid. Hexahydro-N,N-Dimethylbenzamid habe ich erstmalig aus 
dem Siurechlorid der Hexahydrobenzoesiure mit Dimethylamin bekommen. 
10,3 g frisch destilliertes Siurechlorid wurden in itherischer Lésung lang- 
sam mit einem Uberschu8 von Dimethylamin versetzt. Nach lingerem 
Stehen wurde mit Ather ausgeschiittelt und der Riickstand dieser dtherischen 
Lésung im Vakuum destilliert. Die Hauptfraktion habe ich bei 120—125° 
und 15mm aufgefangen und 7,4 g einer klaren Filiissigkeit erhalten, welche 
sich bei der Analyse noch als unrein erwies und erneut fraktioniert wurde. 
Dabei konnten bei 12 mm zwischen 120—120,5° 5,42 g reines Material er- 
halten werden. Ausbeute 44,3°/). 

4,428 mg Subst.: 11,315 mg CO,, 4,340 mg H,O. — 3,960 mg Subst.: 
0,309 cem N,, (19°, 751 mm). 


C,H,,ON (Mol-Gew. 155,14) Ber. C 69,63 H 11,04 N 9,02 
Gef. ,, 69,69 ,, 10,96 ,, 9,01. 


Hexahydro-N,N-Dimethylbenzamid ist bei Zimmertemperatur fliissig 
und wird auch in Eis-Kochsalzmischung nicht fest. Mit Wasser laBt es 
sich mischen und ist leicht léslich in Alkohol, Aceton, Ather, Petrolither 
und Benzol. 5,00 g des in 100 cem gelésten Priiparates injizierte ich subcutan 
an 5 aufeinanderfolgenden Tagen dem Hunde B. Dosis pro Tag und 
pro kg Kérpergewicht 69 mg. Die Harne der 9 tiigigen Hauptperiode 
(4485 ecm) und der 4tiigigen Nachperiode (2245 cem) arbeitete ich 
getrennt auf. Erstere wurde bei neutraler Reaktion mit 12 Liter Ather 
geschiittelt, der beim Eindunsten einen teilweise krystallisierten, gelb- 
braunen Riickstand von etwa 50 mg hinterlieB. Nach dieser Ausiitherung 
wurde bei kongosaurer Reaktion 5mal mit insgesamt 13 Liter Ather ge- 
schiittelt. Ich konnte aus diesen Extrakten 1,183 g rohe bzw. 1,120 g reine 
Benzoesiure gewinnen. Ausbeute bezogen auf die verabreichte Menge 
Hexahydro-N, N-Dimethylbenzamid: 28,45 °/). 

Schmelzp. 119—120°; Mischschmelzpunkt mit Benzoesiiure 120—121°. 

Gef. C 68,80 H 5,00. 


Es blieb zu priifen, ob Hexahydro-N, N-Dimethylbenzamid nicht durch 
die saure Reaktion des Harnes gespalten wird. Daher versetze ich 623 mg 
meines Priiparates mit 30 cem 2 n-Salzsiiure und erwirmte 1'/, Stunden auf 
dem Wasserbad. AnschlieBend wurde ausgeiithert. Der Ather hinterlie8 
keine Benzoesiiure, eine Spaltung ist demnach nicht eingetreten und daher 
auch nicht bei meiner Harnaufarbeitung zu befiirchten. 


V. 72. Subcutane Injektion von Hexahydrohippursaure. (Mit- 
bearbeitet von Herrn Dr. med. E. Schiitt.) — Hexahydrobenzol-aminoessig- 
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iuft siure wurde nach Godchot®) erhalten. Der Schmelzpunkt des 2mal aus 
Wasser umkrystallisierten Produktes betrug 154% (152°, Godchot). 


C,H,;NO, (185) Ber. C 58,37 H 8,10 N 7,56 
Gef. ,, 58,30 ,, 8,20 ,, 7,36. 


Dem Hunde M. wurden innerhalb 8'/, Tagen 8,50 g der Siiure als 











= Natriumsalz unter die Haut injiziert, das sind pro Tag und pro kg Korper- 
m6 gewicht 82 mg. Die Hauptperiode umfafte die Harnmengen von 12 Tagen 
(7500 ccm), dann folgten eine erste 6tigige und eine zweite 5tigige Nach- 
1yl- periode (3070 und 2660 ccm). Ich habe zuerst bei neutraler, dann bei 
aus saurer Harnreaktion extrahiert. Die ersteren Ausziige hinterlieBen nur 
1en. 245 mg braunen Riickstand und kein unverindertes Ausgangsmaterial. Die 
ing- aus mehreren Fraktionen bestehenden Benzoesiiuremengen wogen nach 
rem Reinigung durch Umkrystallisieren oder Sublimation 2365,1 mg. 
_ Schmelzp. 120—121°, Mischschmelzpunkt mit Benzoesiiure 121°. 
| Gef. C 68,82, 68,80 H 4,97, 4,99 Aquiv.-Gew. 121,5. 
che ’ ’ 
rde. | Ferner konnten aus dem Harne der Hauptperiode 240 mg rohe und 
er- daraus 184 mg reine Hippursiure abgetrennt werden. 
Schmelzp. 185—186°; Mischschmelzpunkt mit Hippursiiure 186—187°. 
st. : Diese Hippursiiure entspricht 125 mg Benzoesiiure, so dab sich deren 
Ausbeute auf 2,49 g oder 44,47°/, der theoretischen Menge (5,60 g) erhdht. 
Hexahydrohippursiure ist in kaltem Ather nur schwer lislich. Sie konnte 
also im extrahierten, auf 500 ccm eingeengten Harn noch vorhanden sein. 
sig Deshalb wurde letzterer einer sauren Hydrolyse unterworfen und nochmals 
es ausgeiithert, ohne daB aber Hexahydrobenzoesiure erhiltlich war. 
her V. 73. Subcutane Injektion von Hexahydrobenzoyl-sarkosin. 
fan (Mitbearbeitet von Herrn Dr. med. E. Schiitt.) — Hexahydrobenzoyl-sarkosin, 
ind stellte ich aus dem Siurechlorid der Hexahydrobenzoesiure mit Sarkosin 
ode her, nachdem eine direkte Methylierung der Hexahydrohippursiiure mit 
im Dimethylsulfat in alkalischer Lésung nicht gelang. 
nd : 10 g Sarkosin wurden in 200 cem 1 n-Natronlauge gelést und portionen- 
oll weise mit 11,8 g Siiurechlorid versetzt. Dieses Reaktionsgemisch schiittelte 
: ich 30 Minuten, siiuerte an und extrahierte mit Ather. Der gewaschene und 
4 . getrocknete Ather hinterlieS einen ziihen Sirup, welcher beim liingeren 
° . Stehen krystallinisch erstarrte. Auf Ton gebracht und getrocknet erhielt 
6 ich 8,49 g Krystalle. Reinigung durch Umkrystallisieren aus heiBem Wasser. 
Ausbeute 6,84 g oder 42,68 °/,. 
jae 
4,055 mg Subst.: 8,930 mg CO,, 3,170 mg H,O. — 4,970 mg Subst.: 
0,304 cem N, (23°, 746 mm.) 
rch C,,H,,0,N (199,14) Ber. C 60,26 H 8,61 N 7,03 
mg Gef. ,, 60,06 ,, 8,75 ,, 6,89. 
= Hexahydrobenzoyl-sarkosin bildet farblose Kristalle vom Schmelzp. 88 
* bis 91°. Es ist in Alkohol, Ather, Essigester und Aceton und hei8’em 
- Wasser leicht léslich, aber schwer léslich in Petrolither und reagiert gegen 
Kongo sauer. Die Alkalisalze sind leicht wasserléslich. 
lit- er 


8°) Bull. Soc. Chim. biol. Paris (4) 7, 261 (1911). 
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Dem Hund M. wurden wihrend 5 Tagen je 2mal 0,5 oder insgesamt 
5,00 g Hexahydrobenzoyl-sarkosin subcutan injiziert (84 mg pro die und pro kg 
Koérpergewicht). Wihrend der 10tagigen Hauptperiode habe ich 6480 und 
wihrend der 6tigigen Nachperiode 3910 cem Harn gesammelt und getrennt 
aufgearbeitet. Aus den Ather-Extrakten der Hauptperiode konnten durch 
Petrolitherbehandlung und anschlieBendes Auskochen mit Wasser 1,902 ¢ 
rohes Hexahydrobenzoyl-sarkosin isoliert werden. Durch Umkrystallisieren 
hielt ich in 3 Fraktionen 1,597 g reines Ausgangsmateriai. 


Schmelzp. 88—91°, 88—90°, 87—89°; Mischschmelzpunkte mit Hexa- 
hydrobenzoyl-sarkosin 88—90°, 
3,981 mg Subst.: 8,820 mg CO,, 3,070 mg H,O. — 5,225 mg Subst.: 
0,318 eem N, (25°, 759 mm). 
Gef. C 60,42 H863 N 6,96. 


Benzoesiiure konnte nicht aufgefunden werden hingegen 83,2 g Hippur- 
siure. Die Ausbeute an unverindertem Produkt betrigt 31,94°/,, diirfte 
aber wesentlich héher sein, indem Hexahydrobenzoyl-sarkosin nur schwer 
krystallisiert und daher wahrscheinlich nicht véllig erfa8t worden ist. 


V. 90. Subcutane Injektion von Hexahydrobenzoyl-alanin. Hexa- 
hydrobenzoyl-alanin synthetisierte ich durch Umsetzung des Siurechlorides 
der Hexahydrobenzoesiure mit d,l-Alanin. 9,15 g d,l-Alanin (50°/,iger 
Uberschu8) wurden in 100 cem 2n-NaOH geldst und dazu unter Um- 
schiitteln 10,2 g Séurechlorid gegeben. Nach liingerem Stehen scheiden 
sich weiBe, gliinzende Nadeln ab, die nach Ansiiuern mit HCl abgesaugt 
und mit Ather gewaschen oon. Sie wogen 7,164 g, was einer Ausbeute 
von 51,5°/, entspricht. Der Schmelzpunkt betrug 168—170°, die Krystalle 
sind aus Wasser oder Essigester umkrystallisierbar. 6,947 g Rohprodukt 
lieferten 5,931 g reine Substanz vom Schmelzp. 171—171,5°. In Wasser ist 
Hexahydrobenzoyl-aminopropionaiiure in der Kilte schwer, in der Wirme 
leicht léslich, ebenso in Alkohol, in heiBem Aceton und Essigester. Un- 
léslich oder schwer léslich in Benzol. 

4,068 mg Subst.: 8,970 mg CO,, 3,120 mg H,O. — 3,605 mg Subst.: 
0,217 cem N, (23°, 762 mm). 

C,oH,,0,N (Mol-Gew. 199,14) Ber. C 60,22 H 8,61 N 7,03 

Gef. ,, 60,13 ,, 8,58 ,, 6,92. 


5,00 g der mit der Natronlauge neutralisierten Substanz injizierte ich 
subeutan wiihrend 5 Tagen dem Hund B. Dosis pro die und kg Kérper- 
gewicht 65 mg. Dauer der Hauptperiode 7 Tage, der Nachperiode 4 Tage, 
Harnmenge 5490 und 3595 ccm, getrennte Aufarbeituag. Die schwach an- 
gesiiuerten Harne wurden 5mal mit je 2 Liter Ather intensiv extrahiert, 
anschlieBend im Vakuum bei neutraler Reaktion auf ein kleines Volumen 
gebracht und erneut mit Ather ausgezogen. Die Ather-Extrakte habe ich 
eingedampft, krystallisiertes Material abgetrennt oder nicht krystallisierende 
Riickstinde mit Petrolither, Essigester oder Benzol in weitere Fraktionen 
aufgeteilt. Aus dem Harn der Hauptperiode bekam ich insgesamt 3,209 g 
rohes Ausgangsmaterial, aus den Harnen der Nachperiode aber keine 
identifizierbaren, krystallisierten Anteile. Durch Umkrystallisierungen aus 
Wasser resultierten 2,946 g oder 58,92°/, reine Hexahydrobenzoyl-amino- 
propionsidure. 
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Schmelzp. 171—172°, 169—171°, 168—169°; Mischschmelzpunkte mit 
Hexahydrobenzoylalanin 171—172°, 171—171,5°, 169—171°. 


Gef. C 60,22, 60,19 HH 8,67, 8,53 N 6,97, 7,02. 


C. 


V. 123. Subcutane Injektion von Cyclohexyl-essigsadure. 5,0 ¢g 
Phenylessigsiure wurden in 50 cem Eisessig gelést und mit 2 g Platinmohr 
in 4 Stunden 15 Minuten vollig hydriert. Nach Abtrennung des Eisessigs 
durch Vakuumdestillation mu8 der Riickstand zur vélligen Entfernung der 
Essigsiure in iitherischer Lésung einige Male mit Wasser gewaschen werden. 
Die reine, Permanganat nicht entfirbende Cyclohexylessigsiiure destillierte 
bei 117° und 5mm. Ausbeute 80—90°/,. 

C,H,,0, (142,11) Ber. C 67,56 H 9,92 Aquiv.-Gew. 142,11 
Gef. ,, 67,32, 67,41 ,, 10,00, 9,78. 

Im ganzen habe ich 13 g der mit Natronlauge neutralisierten Siiure 
in tiglichen Mengen von 1,0 g dem Hunde W. subcutan injiziert; Dosis 
pro die und kg Kérpergewicht: 95,5 mg. Dauer des Versuches einschlieb- 
lich Nachperiode 17 Tage. Aus der 11405 cem betragenden Harnmenge 
konnte ich keine Phenylessigsiiure isolieren. Es wurden nur 582 mg zwischen 
115—118°, bei 6—T7 mm destillierende Anteile erhalten und einer noch- 
maligen Fraktionierung unterworfen. Die bei 120—121° und 7—8 mm auf- 
gefangene fast farblose Hauptfraktion wurde analysiert: 


4,098 mg Subst.: 10,035 mg CO,, 3,430 mg H,O. — 69,3 mg verbrauchten 
4,776 ecm 0,1 n-NaOH. 

Gef. C 66,78(')  H 9,36 
Es diirfte sich hier um Ausgangsmaterial handeln, wobei die Ausbeute 
etwa 3°/, betriigt. Der iitherische Extrakt des eingeengten Harnes wurde 
mit Wasserdampf destilliert. Durch Ausiithern der nicht wasserdampf- 
fliichtigen Anteile bekam ich braune Schmieren und kochte dieselben mit 
Wasser aus. Beim stufenweisen Einengen der wiBrigen Phase bildeten 
sich 414mg schwach gelb gefirbte, kongosauer reagierende Krystalle. Sie 
schmolzen bei 182—-183° und waren in Ather schwer léslich. Der Misch- 
schmelzpunkt mit Bernsteinsiiure zeigte keine Depression. Unter dem 
Polarisationsmikroskop waren nach Umkrystallisieren aus Salpetersiure 
analoge Krystallformen wie bei Bernsteinsiiure sichtbar. 


Titration: 5,807 mg brauchten 9,557 cem 0,01 n-NaOH. 

4,107 mg Subst.: 6,10 mg CO,, 1,88 mg H,O. 

C,H,O, (118,05) Ber. C 40,66 H 5,12 Aquiv.-Gew. 59,03 

Gef. ,, 40,51 ,, 5,12 ss 60,74. 

Die Ausbeute an Bernsteinsiiure, bezogen auf die aus 13 g Cyclohexy]- 
essigsiiure theoretisch mégliche Menge, betriigt 3,83 °/). 

V. 124. Subcutane Injektion von Cyclohexyl-propionsaure. 
6-Cyclohexyl-propionsiure erhielt ich durch Hydrierung von z. B. 5 g Zimt- 
siure in 50 cem Eisessig mit 2 g Platinmohr. Die Wasserstoffaufnahme 


war nach 18 Stunden beendet. Im iibrigen wurde wie bei der Herstellung 
der Cyclohexyl-essigsiiure verfahren. Die reine Siure destillierte bei 1 mm 


Aquiv.-Gew. 145,11. 
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zwischen 103—103,5° und entfirbte Permanganat in Soda-alkalischer 
Lésung nicht. 
CyH,,0, (156,13) Ber. C 69,17 H 10,33 Aquiv.-Gew. 156,13 
Gef. ,, 69,00 y 10,47 i 154,0. 

10 g dieses Priiparates injizierte ich subcutan als Natriumsalz dem 
Hunde Bo. Menge pro Tag und pro kg Kérpergewicht: 114 mg. Der 
Versuch dauerte mit einer 5tiigigen Nachperiode 15 Tage und ergab 
7955 cem Harn. Daraus konnte ich 3,49 g oder 44,6 °/, Benzoesiure ge- 
winnen. 

Schmelzp. 118—119°, 119—120°, Mischschmelzpunkte mit Benzoesiiure 
119—120°. ms 

Gef. C 68,93 H 4,97 Aquiv.-Gew. 122,2. 
Ausgangsmaterial konnte ich nicht auffinden, auch keine Phenyl- 


propionsiure, jedoch 140 mg Hexahydrohippursiure. 
Schmelzp. 151—152,5°, Mischschmelzp. mit Hexahydrohippursiiure 153°. 


3,434 mg Subst.: 7,30mg CO,, 2,48mg H,O. — 8,371 mg Subst.: 
0,237cecem N, (24,5°, 728mm). — 3,058 mg verbrauchten 1,638 cem 0,01n-NaOH. 


Gef. C 57,99 H808 N7,56 Aquiv.-Gew. 186,6. 
D. 


Die verschiedenen Toluylsiuren wurden immer als mit Natronlauge 
neutralisierte wiBrige Lésungen an denselben Hund M. verabreicht. 


V. 117. Fitterung von o-Toluylsaure. Zum Futter wurden in tiig- 
lichen Dosen von 1,00 g, 10,00 g oder pro die und kg K6rpergewicht 
80 mg reine o-Toluylsiure gegeben. Schmelzp. 104—105,5°. 

C.H,O, (136,06) Ber. C 10,55 H 5,93 
Gef. ,, 70,36 » Oi. 


Aus den Harnmengen des 12 Tage dauernden Versuches (8640 ccm) 
konnte ich nach Ansiuern durch direkte Ausiitherung 5,98, durch Aus- 
iitherung des bei alkalischer Reaktion eingeengten Harnes 1,11 g rohe 
o-Toluylsiiure erhalten. Das Kafigspiilwasser lieferte 45,0 mg. Aus einigen 
Endlaugen wurden durch Wasserdampfdestillation bei saurer Reaktion noch 
185 mg gewonnen. Die Ausbeute an roher o-Toluylsiure betrigt somit 
7,324 g. Nach Reinigung durch Sublimation und Wasserdampfdestillation 
erhielt ich 6,566 g oder 65,66°/,. Schmelzp. 103—104°, Mischschmelzpunkte 
mit o-Toluylsiure 103—104° 

4,198 mg Subst.: 10,830 mg CO,, 2,260 mg H,O. 


Gef. C 70,36 H 6,02. 


An Glykokoll gepaarte o-Toluylsiure, also Tolursiiure, konnte nicht 
isoliert werden. Um zu priifen, ob das 1150 ccm messende, extrahierte 
Harnkonzentrat noch Toluylsiure oder Tolursiiure enthalte, habe ich eine 
Probe von 100 ccm mit 15 cem konzentrierter Schwefelsiure hydrolysiert 
und im Wasserdampf abdestilliert. Es konnten 6,7 oder umgerechnet 
77 mg o-Toluylsiiure erhalten werden. Sie wiirden einer Menge von 109 mg 
Tolursiiure entsprechen. 


Tr ten) Ae, , oii — 
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V. 100. Fitterung von trans-Hexahydro-o-toluylsaure. Trans- 
Hexahydro-o-toluylsiure, C,H,,O, wurde durch Erhitzen von o-Toluylsiure 
in Amylalkohol mit Natrium nach Markownikoff*) hergestellt. Das 
Rohprodukt schmolz aus viel Wasser umkrystallisiert bei 49,5—51°. 


C,H,,0, (142,11) Ber. C 67,56 H 9,93 
Gef. ,, 67,67 9,98. 


Wihrend 8 Tagen verfiitterte ich je 1,00 g, pro die und pro kg KGrper- 
gewicht 77 mg Siure. Dauer des Versuches 11 Tage, wobei 6825 ccm Harn 
gesammelt wurden. Den durch itherische Extraktion des filtrierten und 
angesiiuerten Harnes erhaltenen Extrakt destillierte ich bei saurer Reaktion 
mit Wasserdampf. Aus dem Destillat konnten schon beim Stehen und 
durch Ausithern Krystalle erhalten werden. Analog wurde das Kiifig- 
spiilwasser behandelt. In 6 Fraktionen bekam ich insgesamt 5,85 g oder 
73,22°/, Hexahydro-o-toluylsiiure. Schmelzp. 50—52,5°, 49—53°, 48—52°, 
47,5—50°. Mischschmelzpunkte mit Hexahydro-o-toluylsiiure: 49—52°, 
49—53°, 49—51,5°, 48—51°. 

130,6 mg verbrauchten 9,310 ccm 0,1 n-NaOH. 

4,102 mg Subst.: 10,145 mg CO,, 3,580 mg H,0. 

Gef. C 67,45 H9,77 Aquiv.-Gew. 140,27. 


V.105. Subcutane Injektion von trans-Hexahydro-o-toluylsaure. 
Dasselbe Priparat wie bei V. 100 wurde in tiéglichen Dosen von 1,00 g 
oder pro die und kg Koérpergewicht von 78,5 mg subcutan gespritzt. 
Insgesamt wurden 4,00 g injiziert und die Harnmenge von 7250 cem um- 
fassend 11 Tage (4 + 7) analog wie oben angegeben, aufgearbeitet. 

Es konnten in 2 Fraktionen 2,33 g oder 58,26°/, trans-Hexahydro-o- 
toluylsiiure isoliert werden. Schmelzp. 49—52°, 48,5—50°, Mischschmelz- 
punkte mit Hexahydro-o-toluylsiiure 49—52°, 50—51,2°. 

Gef. C 67,66 H 9,96 Aquiv.-Gew. 141,98, 144,5. 


V. 99. Subcutane Injektion von cis-Hexahydro-o-Toluylsaure. 
Die fliissige oder cis-2-Methyl-cyclohexan-carbonsiiure (1) erhielt ich bei 
der Darstellung der trans-Siiure nach Markownikoff (a. a. O.). Nach 
2-maliger Vakuum-Destillation (Hauptfraktion bei 129—130°/11 mm) war das 


B) HY a 
Priparat rein. Gef. C 67,61 H 9,77. 


Die Siiure injizierte ich an 3 Tagen in Mengen von 1,0 + 1,0 + 0,8 g 
= 2,80 g subcutan. (Pro die und pro kg Kérpergewicht: 75 mg). Dauer des 
Versuches inkl. Nachperiode 7 Tage. Die Harnmenge von 3605 ccm habe 
ich wieder bei saurer Reaktion ausgeiithert und die Ather-Extrakte weiter 
verarbeitet. Krystallisierte Fraktionen lieBen sich nicht auffinden, der sich 
ergebende 6lige Riickstand durfte als unveriindertes Ausgangsmaterial an- 
gesehen werden. Ich habe ihn durch 2 malige Destillation im Vakuum ge- 
gereinigt und 1,18 g oder 42,14°/, optisch-inaktive cis-Hexahydro-o-toluyl- 
siiure bekommen. 

Fraktion I. 3,809 mg Subst.: 9,440 mg CO,, 3,310 mg H,O. — Frak- 
tion II. 4,126 mg Subst.: 10,260 mg CO,, 3,590 mg H,0. 

Gef. C 67,59, 67,81 H 9,72, 9,74. 


$1) J. prakt. Chem. 49, 64 (1894). 
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V. 118, Fitterung von m-Toluylsaure. 10 g m-Toluylsiure wurden 
in tiglichen Mengen von 1,00 g (pro die und kg Kérpergewicht 84 mg) 
verfiittert. Schmelzpunkt des Priaparates 109—110°. 


Gef. C 70,36 H 6,08. 


Wiihrend des 12 Tage dauernden Versuches betrug die Harnmenge 
8475 cem. Aus derselben und aus dem Spiilwasser konnten durch Ather- 
extraktion und Destillation im Wasserdampf insgesamt 17,948 g = 79,43°/, 
reine Toluylsiure erhalten werden. Schmelzp. 108—109,5°, 109—110°, Misch- 
schmelzpunkt mit m-Toluylsiure 109—110,5°. 


Ber. C 70,55 H 5,93 Gef. C 70,39, 70,63 H 6,06, 6,05. 
An Glykokoll gepaarte Siiure wurde nicht gefunden. 


V. 120. Fiitterung von Hexahydro-m-toluylsdure. Die inaktive 
Hexahydro-m-toluylsiure habe ich zuerst nach Markownikoff (a. a. O.), 
dann aber rascher und mit besserer Ausbeute durch direkte Hydrierung der 
in Eisessig gelésten m-Toluylsiiure mit Platinmohr erhalten. Die vdllig 
hydrierten Reaktionsprodukte wurden mit Wasserdampf destilliert und im 
Vakuum rektifiziert. Die Hauptfraktion ging bei 1,5 mm zwischen 99—100,5° 
iiber. Ausbeute 80—90°/). 


CHO, Ber. C 67,56 H 9,93 Gef. C 67,50 H 10,01. 


10 g des reinen Priparates verfiitterte ich in tiiglichen Mengen von 
1,00 g; pro die und pro kg Korpergewicht 86,5 mg. Harnmenge des 12 Tage 
dauernden Versuches 6985 ccm. Daraus und aus dem Spiilwasser erhielt ich 
4,170 g rohe und nach Reinigung durch Wasserdampfdestillation 3,514 g 
reine m-Toluylsiure. Schmelzpunkte der rohen Siure 100—105°, der reinen 
Sdure 108,5-—109,5°. Mischschmelzpunkte mit m-Toluylsiure 109—110°. 


4,058, 4,196 mg Subst.: 10,480, 10,830 mg CO,, 2,220, 2,270 mg H,O. — 
105,8 mg Subst. verbrauchten 7,920 cem 0,1 n-NaQOH. 
Ber. C 70,55 H 5,93 Aquiv.-Gew. 136,06 
Gef. ,, 70,52, 70,39 ,, 6,18, 6,05 m 138,58 . 
Ausbeute in bezug auf das Ausgangsmaterial 36,6°/,. Hexahydro- 
m-toluylsiiure konnte ich nicht isolieren, weitere Abbauprodukte waren nicht 
nachzuweisen. 


V. 119. Fiitterung von p-Toluylsaure. An 10 aufeinanderfolgenden 
Tagen erhielt der Hund 10,0 g reine p-Toluylsiure, pro die und pro kg 
K6rpergewicht 86 mg. Schmelzp. 177,5—178,5° 

Gef. C 70,62 H 5,96. 


Dauer des Versuches 12 Tage, Harnmenge 7115 ccm. Durch itherische 
Extraktion, Destillationen im Wasserdampf und Vakuumsublimation erhielt 
ich 7,885g oder bezogen auf das Ausgangsmaterial 78,85 °/, reine p-Toluylsiure. 

Schmelzp. 176—177,5°, 175—176°; Mischschmelzpunkte mit p-Toluyl- 
siiure 177—178°, 177°. 

Gef. C 70,60, 70,55 H 6,01, 6,12. 
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V. 106. Fitterung von Hexahydro-p-toluylsiure. Herstellung der 
Siiure durch Reduktion von p-Toluylsiure mit Natrium in Amylalkohol nach 
Einhorn und Willstitter*®). Schmelzp. 111—111,5°. 


C,H,,0, (142,11) Ber. C 67,56 H9,93  Gef. C 67,53 H 9,92. 


Fiitterung von 7,00 g des Priiparates an 7 Tagen, pro die und kg 
Kérpergewicht wurden 75 mg gegeben. Dauer des Versuchs inkl. Nach- 
periode 10 Tage. Harnmenge 5905 cem. Aus Harn und Spiilwasser konnten 
durch Atherextraktion 2,236 g oder 31,9°/, rohe, krystallisierte oder teil- 
weise krystallisierte Fraktionen erhalten werden. Ihre Reinigung wurde 
durch Destillationen mit Wasserdampf und Umkrystallisieren aus Wasser und 
Petrolither versucht. Ich habe dabei folgende, Permanganat entfirbende 
Produkte isoliert: 


Menge Schmelzp. */, C ”, H Aqu.-Gew. 
198,0 mg 141—142,5 ° 67,84 7,95 141,0 
317,6 mg 135—139° 68,80 7,91 141,3 
278,1 mg 138 —143° 65,77 7,66 140,9 
139,0 mg 150—152,5 ° 69,16 7,70 141,1 
1610mg . 137—139° 67,39 8,17 ne 
384,0 mg 102—105° 69,85 8,62 we 
513,9 mg 106—114° — — — 


Ihre Analysen sind nicht in Ubereinstimmung mit den Werten fiir 
p- Toluylsiure, Di- Tetra- oder Hexahydro-toluylsiure. Eine weitere 
Trennung gelang nicht. Es diirfte sich um Gemische verschiedener partiell 
dehydrierter Siuren handeln. 


V. 115. Fitterung von 1-Chinaséure. Hund W. bekam wihrend 
10 Tagen 20 g 1-Chinasiure als Natriumsalz. Schmelzp. 161°. 


C,H,,0, (Mol.-Gew. 192,1) Ber. C 48,73 H 6.30 
» 43,91 ,, 6,35. 


[o]}8 = — 43,58° (290,3 mg in 5,00 ccm H,0). 


Menge pro die und kg Kérpergewicht: 187 mg. Dauer des Versuchs 
12 Tage. Durch Ather-Extraktion der 6600 cem betragenden Harnmenge 
konnten keine krystallisierten Anteile isoliert werden. Hippursiure oder 
Benzoesiiure waren nicht vorhanden. 1-Chinasidure ist bekanntlich in Ather 
sehr schwer, in Wasser leicht léslich. Die Isolierung von unverindert aus- 
geschiedenem Material gelingt daher nicht leicht. Mit dem Polarimeter 
konnte festgestellt werden, daB der ausgeschiedene Harn 9,90 g oder be- 
zogen auf die verfiitterte Menge 49,5°/, 1-Chinasiiure enthielt. 


V. 116. Subcutane Injektion von 1-Chinasaéure. 10,0 g desselben 
Priiparates wie bei Vers. 115 wurden dem gleichen Hund wihrend 10 Tagen 
subeutan gespritzt. Dosis pro die und kg Kérpergewicht 80mg. Dauer 
des Versuches 12 Tage. Die 8640 ccm betragende Harnmenge enthielt 
weder Benzoesiure noch Hippursiiure oder identifizierbare, atherlésliche 
Abbauprodukte. Auf Grund der polarimetrischen Bestimmung wurde die 
injizierte Substanzmenge beinahe unverindert im Harn wieder ausgeschieden. 


2) Liebigs Ann. 280, 160 (1894). 
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Zusammenfassung. 


1. Es wurde das Verhalten verschiedener Abkémmlinge des 
Cyclohexans an Hunden quantitativ untersucht. 

2. Hexahydrobenzoesiure, Hexahydro-N-methyl-benzamid und 
Hexahydro-N,N-dimethyl-benzamid, Hexahydrohippursiure und 
Cyclohexylpropionsiure werden in Benzoesiiure umgewandelt. Inter- 
mediir entstehende Hexahydrobenzoesiiure kann auch mit Glyko- 
koll gepaart werden. 

3. Hexahydro-benzoyl-sarkosin, Hexahydro-benzoyl-alanin, 
Hexahydro-cis- und Hexahydro-trans-o-toluylsiure und 1-China- 
siure gelangen unverindert im Harn zur Ausscheidung,. 

4, Cyclohexanol, Methylcyclohexan, o- und p-Dimethylcyclo- 
hexan und Amidocyclohexan wurden nicht mehr aufgefunden. Abbau- 
produkte lieBen sich nicht nachweisen, es ist daher anzunehmen, 
daB diese Verbindungen abgebaut oder gespeichert werden. Sie 
verhalten sich voéllig verschieden von den entsprechenden aroma- 
tischen Substanzen. 

5, Cyclohexylessigsiiure verschwindet zum groBen Teil, eine 
Dehydrierung zu Phenylessigsiiure wurde nicht beobachtet. Hin- 
gegen konnte durch Ringoxydation entstandene Bernsteinsiure 
isoliert werden. Cyclohexylessigsiure und Hexahydrobenzoesiure 
verhalten sich im Stoffwechsel des Hundes also grundsiitzlich 
verschieden. 

6. Hexahydro-m-toluylsiure wird weitgehend zu m-Toluyl- 
siiure, Hexahydro-p-toluylsiure partiell dehydriert. 

7. o-, m- und p-Toluylsiiure verlassen den Organismus ohne 
Paarung unverindert. 

8. Die Dehydrierung des Cyclohexanringes zum Benzolkern 
findet nur dann nachweisbar statt, wenn eine am Kern sub- 
stituierte freie COOH-Gruppe vorhanden ist oder entstehen kann. 
Andere Substituenten beeinflussen die Dehydrierung, eine o-stindige 
Methylgruppe verhindert sie. 

Die Versuche iiber die biologische Dehydrierung hydroaroma- 
tischer Ringe werden weitergefihrt. 


Herrn Prof. B. Flaschentriger bin ich fiir seine zuvor- 
kommende Férderung dieser Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 
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Uber die biochemische Hydrierung des Androstandion. 


Von 


A. Vereellone und L. Mamoli. 


(Aus dem Istituto di Perfezionamento in Chimica Industriale Giuliana Ronzoni 
und dem Istituto Sieroterapico, Mailand.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Juli 1937.) 


In der 1. Mitteilung') haben wir gezeigt, daB die Carbonyl- 
gruppen der Keimdriisenhormone auf biochemischem Wege redu- 
ziert werden kénnen; wir haben Dehydro-androsteron mittels 
girender Hefe in Androstendiol iibergefiihrt. In weiteren Ver- 
suchen ist es uns gelungen, immer auf dem gleichen biochemischen 
Wege, Androstendion I in Testosteron II?) umzuwandeln, wodurch 
wir eine neue, giinstige Methode fanden, obengenanntes Hormon 
kiinstlich herzustellen und gleichzeitig einen Beitrag zur Genese 
des Keimdriisenhormons lieferten. 

In diesen unseren ersten Arbeiten wurde nur die Carbonyl- 
gruppe am C,, reduziert, obgleich Androstendion noch eine weitere 
Carbonylgruppe in C, enthalt. Wir nahmen daher an, daB girende 
Hefe nur imstande sei, die Carbonylgruppe C,, des Androstendion 
zu reduzieren, zumal wir in einem Probeversuch die Carbonyl- 
gruppe am C, des Cholestanon unter denselben Bedingungen 
keineswegs reduzieren konnten. In weiteren Versuchen auf dem 
Gebiete der Genese des Keimdriisenhormons hielten wir es fiir 
wichtig, Androstandion (III) auf biochemischem Wege zu redu- 
zieren, auch um das Verhalten der Carbonylgruppe C, zu beob- 
achten. Diese Reduktion ergab das Isoandrostandiol [V. In 
diesem besonderen Falle gelang also auch die Reduktion der 
Carbonylgruppe am C,. 


11 L. Mamoli u. A. Vercellone, Diese Z. 245, 93 (19387). 

*) L. Mamoli u. A.Vercellone, Ber. chem. Ges. 70, 470 (1937) (vor- 
liiufige Mitteilung). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVIIIL. 20 
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Das Isoandrostandiol erhielten wir, indem wir zu einer mit 
Hefe in Giarung versetzten Zuckerlésung das in Alkohol geldéste 
Androstandion zutropfen lieBen. Den Riickstand des utherischen 
Extraktes destillierten wir im Hochvakuum; so gelang es uns, 
einen Stoff vom Schmelzp. 1683—164° zu isolieren, welchen wir 
als Isoandrostandiol identifizierten, und zwar durch den Misch- 
schmelzpunkt des Isoandrostandiol nach Butenandt, Tschering 
und Hanisch®*). Wir danken Herrn Prof. A. Butenandt fiir 
die Liebenswiirdigkeit, in seinem Institut (K.W.I. fiir Biochemie, 
Berlin-Dahlem) den Mischschmelzpunkt des Isoandrostandiol zu 
kontrollieren. 

Das Diacetylderivat schmolz bei 124—125°. 

Auf diesem Gebiete haben wir noch Arbeiten im Gange, 
iiber die wir in Kiirze berichten werden. 


Versuche. 


Androstandion. 400mg Dehydro-androsteron wurden mit 60 cem 
Kisessig gelést und mit Wasserstoff hydriert mittels Platinoxyd als Kataly- 
sator. Nach '/, Stunde war die Aufnahme des Wasserstoffs beendet und 
entsprach dem Verhiiltnis von 2 Mol. H,. Der filtrierten Lésung wurde 
CrO,, in Eisessig gelést, zugefiigt, entsprechend 8 Sauerstoffatomen. Nach 
15 stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur verdiinnte man mit Wasser und 
extrahierte mit Ather. Der Riickstand des iitherischen Extraktes wurde aus 
verdiinntem Aceton umkrystallisiert. 


Ausbeute 300 mg Androstandion vom Schmelzp. 129 (unkorr.), 


°) Ber. chem. Ges. 68, 2097 (1937). 











Uber die biochemische Hydrierung des Androstandion. 


Biochemische Reduktion. Ansatz aus 40 g Invertzucker, 300 ccm 
H,0O, 20 g Oberhefe. Nach Eintritt lebhafter Girung fiigten wir tropfen- 
weise unter hiiufigem Umschiitteln 200 mg Androstandion, in 20 cem Alkohol 
gelést, hinzu und lieBen das Ganze bei Zimmertemperatur (etwa 22°) giiren. 
Nach 3 Tagen wurde die Girung unterbrochen und das Ganze mit Ather 
extrahiert. Die itherische Lésung wurde mit n/1-NaOH, mit verdiinnter 
Salzsiiure und nachher mit H,O gewaschen. Nach dem Verdampfen wurde 
der Riickstand im Hochvakuum (0,001 mm Hg) fraktioniert destilliert. Der 
zwischen 140—170° (Luftbad) tibergegangene Teil wurde aus Aceton und 
verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. So erhielt man eine krystallinische 
Substanz von konstantem Schmelzp. 163—164°. 


Die Mischprobe mit dem nach Butenandt erhaltenen Isoandro- 
standiol ergab keine Depression. 


Diacetat. 15 mg unserer Substanz wurden 20 Minuten mit 1 cem 
Essigsiiureanhydrid gekocht. Nach der Entfernung des Essigsiiureanhydrids 
wurde der Riickstand aus verdiinntem Alkohol krystallisiert. Schmelz- 
punkt 124—125°, 
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Uber die ?-Hyodesoxycholsaure aus Schweinegalle. 
Von 


Toshizo Kimura. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama, Japan.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1937.) 


Wenn die Sterine die Muttersubstanzen der Gallensiuren 
sind, wie mehrere Autoren annehmen, so muB bei ihrer Um- 
wandlung auch eine Epimerisierung der OH-Gruppe an C, des 
Sterinmolekiils stattfinden, da die Konfiguration dieser OH-Gruppe 
in Sterinen und Gallensiiuren verschieden ist. Fiir die Méglichkeit 
einer solchen Epimerisierung der OH-Gruppe spricht vor allem 
die Beobachtung von Yamasaki und Kyogoku), daB die Dehydro- 
desoxycholsiure im Krétenorganismus zu einer epimeren Form 
der 3-Oxy-12-ketocholansiure reduziert wird, ebenso wie es auch 
bei der Dehydrocholsiure?) der Fall ist. 

Wenn eine solche Umlagerung im Tierorganismus vor sich 
geht, so diirfte eine Reihe von epimeren Gallenséuren in der 
Galle vorkommen. So hat im letzten Jahre Kishi*) eine epimere 
Desoxycholsiiure, Lagodesoxycholsaure, in der Kaninchengalle 
gefunden. In diesem Sinne habe ich mich mit der Untersuchung 
einer groBen Menge von Schweinegalle beschiftigt. 

Aus der von Hyodesoxycholsiure*) und 3-Oxy-6-keto-allo- 
cholansaure*) befreiten Mutterlauge [die Siuren wurden nach den 
Angaben von Wieland, Dane und Martius®) durch Aussalzen 
mit Kochsalz getrennt] wurde eine neue Dioxysiure C,,H,,0, als 
ein in viereckigen Tafeln krystallisiertes Natriumsalz isoliert; die 
freie Siure schmilzt bei 189—190° Ihre Diketosiure C,,H,,0, 


1) Diese Z. 238, 29 (1935). 

*) K. Yamasaki u. Kyogoku, Diese Z. 235, 43 (1935). 

3) §. Kishi, Diese Z. 238, 210 (1936). 

4) A.Windaus u. Bohne, Liebigs Ann. 433, 278 (1923): 447, 283 (1926). 

’) E. Fernholz, Diese Z. 232, 202 (1935); G. Sugiyama, J. of Bio- 
chem. 28, 157 (1937). 

6) Diese Z. 215, 18 (1933). 
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hat sich mit der «-Dehydro-hyo-desoxycholsiure*) als identisch 
erwiesen. Die neue Siure ist also eine 3,6-Dioxycholansaure. 


Sie unterscheidet sich von der Hyodesoxycholsiiure auch in der spez. 


Drehung. ([a]}8" = + 5,18°. Hyodesoxycholsiure = + 8,35°.) AuBerdem unter- 
scheidet sich die neue Sdiure dadurch von der Hyodesoxycholsiiure, daB die 
erstere ein gut krystallisiertes Natriumsalz bildet, nicht aber die letztere, 
und da8 das Kaliumsalz der neuen Siure in Oktaedern, das der Hyodesoxy- 
cholsiure aber in feinen Nadeln krystallisiert. Die partiell oxydierte neue 
Siure vom Schmelzp. 154° ist von der aus Hyodesoxycholsiure in gleicher 
Weise erhaltenen a-3-Oxy-6-ketocholansiure’) vom Schmelzp. 160° verschieden. 

Diese Oxyketosiiure vom Schmelzp. 154° wird beim Kochen mit Soda- 
ljésung in eine isomere Oxyketosiiure vom Schmelzp. 237—238 ° verwandelt, 
welch letztere mit der §-3-Oxy-6-keto-allo-cholansiure von Wieland®) keine 
Schmelzpunktdepression zeigt. 


Somit muB der strukturelle Unterschied zwischen der Hyo- 
desoxycholséure und der neuen Dioxycholansiure in der ver- 
schiedenen raumlichen Lage der OH-Gruppe an ©, gesucht werden, 
wie dies auch bei der OH-Gruppe an C, der Ursodesoxycholsiure *) 
und der Chenodesoxycholsiure der Fall ist. Daher méchte ich 
diese neue Dioxysiure als 9-Hyodesoxycholsiure (f-3-«-6-Di- 
oxycholansiure) bezeichnen. Die Konfiguration der «- und p-Hyo- 
desoxycholsiure wird in folgender Weise (I und II) ausgedriickt, 
wie es auch bei der «- und §-Dioxy-allo-cholansiiure*) geschieht 


CH, | CH, 
ey) ors — ae 
a i ail HO” SN 
OH OH 
I a-Hyodesoxycholsiure II ¢-Hyodesoxycholsiure 


Beschreibung der Versuche. 


6-Hyodesoxycholsaure. Nachdem Glyko-hyo-desoxycholsiiure und 
3-Oxy-6-keto-allo-cholansiiure aus 50 Litern schleimfreier Schweinegalle 
(3000 Blasen) nach der Vorschrift von Wieland, Dane und Martius durch 
Aussalzen mit Kochsalz entfernt worden waren, wurde die Galle mit Salz- 
siiure kongosauer gemacht. Die Fiillung wurde im Autoklaven mit wiBrig- 
alkoholischer Kalilauge gut verseift. Aus dem Hydrolysat wurde das Roh- 
siiuregemisch mit Salzsiiure ausgefillt, gut getrocknet und mit Petrolither 
von Fettsiiuren befreit. Nach dem Entfernen der noch zuriickgebliebenen 
Oxy-ketosiiure als Semicarbazon und nach dem Trocknen ergaben sich 105 g 
Rohsiuregemisch. 





 H. Wieland u. E. Dane, Diese Z. 212, 41 (1932). 
*) T. Iwasaki, Diese Z. 244, 181 (1936). 
*) G. Sugiyama, J. of Biochem. 25, 157 (1937). 
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Dieses wurde in einer geringen Menge absolutem Alkohol heiB gelist, 
woraus sich bei Zusatz von Natriumithylatlésung ein Natriumsalz krystallisiert 
abschied, in Form von viereckigen durchsichtigen Tafeln. Letztere wurden 
in Wasser gelést und mit verdiinnter Salzsiiure ausgefillt. Nach wiederholter 
Behandlung wurde die gut getrocknete Fallung im Soxhlet mit Ather extra- 
hiert. Aus diesem Atherextrakt wurde eine kleine Menge Krystalle (etwa 
5 g) erhalten, die aus Essigester mehrmals umkrystallisiert wurden. Die in 
Nadeln krystallisierte Siiure schmilzt bei 189—190° und im Gemisch mit 
Hyodesoxycholsiiure bei 180°. Die Siiure ist in Aceton, Alkohol und Eis- 
essig leicht, in Essigester und Ather weniger leicht und in Benzo! schwer 
léslich. Sie zeigt die Pettenkofersche Reaktion und firbt sich mit Essig- 
siiureanhydrid-Schwefelsiure violettgelb. Das Kaliumsalz krystallisiert aus 
alkoholischer Kalilauge in Oktaedern und das Natriumsalz aus alkoholischer 
Natriumiithylatlésung in viereckigen durchsichtigen Tafeln. Das Natriumsalz 
ist in Wasser leicht léslich, aber schwer in Alkohol. 

5,082, 4,950 mg Subst.: 13,649, 13,260 mg CO,, 4,609, 4,477 mg H,O. 


C,,H,,0, Ber. C 73,43 H 10,27 
Gef. ., 73,25, 78,06  ,, 10,15, 10,11. 


0,1138, 0,1317 g Subst. verbrauchten 2,91, 3,38 eem n/10-NaOH. 

Aquivalentgewicht fiir C,,H,,0,: Ber. 392 Gef. 391, 389. 

Spez. Drehung: 0,0975 g Subst. in 10 cem Alkohol, 2 dm- Rohr, 
a =+0,10°; [a}i8* = + 5,13°. 


Natriumsalz: 0,1009 g Subst. in 10 cem Wasser, 2 dm-Rohr, 
-180 em 
«a =+0,11°; ais = + 5,45”. 

Der Ester wurde in iiblicher Weise mit Diazomethan oder mit Alkohol 
und konzentrierter Schwefelsiiure bereitet. Der dabei gallertartig ab- 
geschiedene Ester wird aus keinem organischen Liésungsmittel krystallisiert 
erhalten. 


a-Dehydro-hyo-desoxycholsaure (3,6-Diketocholansaure). 1 ¢8-Hyo- 
desoxycholsiiure wird in 10 cem Eisessig mit Chromsiiureanhydrid (0,6 g in 
10 cem Eisessig) oxydiert. Nach 1stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur 
wird die Lésung allmihlich mit Wasser versetzt, wobei sich ein krystalli- 
siertes Oxydationsprodukt abscheidet. 

Die Fillung wird zuniichst aus Eisessig, dann aus verdiinntem Alkohol 
mehrmals umkrystallisiert. Es bilden sich vierseitige Tafeln, die bei 166° 
schmelzen. Ausbeute 0,3 g. Sie sind in Essigester und Benzol leicht, in 
kaltem Eisessig und in Alkohol schwer, in Ather noch schwerer ldslich. 


5,108, 5,246 mg Subst.: 18,914, 14,238 mg CO,, 4,443, 4,575 mg H,0. 


GL. Ber. C 74,17 H 9,34 
Gef. ,, 74,28, 73,98  ,, 9,66, 9,71. 


Bei der Mischprobe zeigt die Siiure mit der a«-Dehydro-hyo- 
desoxycholsiure‘*) aus Hyo-desoxycholsiure keine Schmelzpunktdepression. 
Der mit Diazomethan bereitete, in schmalen Bliittchen krystallisierte Methy|- 
ester der Siiure (Schmelzp. 138—139°) zeigt ebenfalls mit reinem o-Dehydro- 
hyo-desoxycholsiuremethylester keine Schmelzpunktdepression. 
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Uber die 6-Hyodesoxycholsiiure aus Schweinegalle. 9838 


5,182 mg Subst.: 14,015 mg CO,, 4,430 mg H,0. 
C,,H,.0, Ber. C 74,57 H 9,52 Gef. C 74,48 H 9,66. 
Der mit Alkohol und konzentrierter Schwefelsiiure bereitete, in Flittern 


krystallisierte Athylester schmilzt bei 140° und zeigt mit dem a- Dehy dro- 
hyo-desoxycholsiure-ithylester keine Schmelzpunkterniedrigung. 


Umlagerung der Dehydrosaure aus 4-Hyo-desoxycholsaure. 
0,2 g «-Dehydrosiiure wurden in 5°/,iger Sodalésung gelést und 3 Stunden 
lang auf dem Wasserbad gekocht. Das mit kalter verdiinnter Salzsiure 
ausgefillte Reaktionsprodukt wurde aus Essigester und dann aus Alkohol 
mehrmals umkrystallisiert. Ausbeute 0,15 g. Die in Blittchen krystallisierte 
Siure schmolz bei 209°. Bei der Mischprobe mit reiner 6-Dehydro-hyo- 
desoxycholsiure‘) zeigte sie keine Schmelzpunktdepression. 


5,169 mg Subst.: 14,081 mg CO,, 4,358 mg H,0. 
C,,H3,0, Ber. C 74,17 H 9,34 Gef. C 74,29 H 9,46. 


Der in iiblicher Weise bereitete Methylester der Siure krystallisiert 
in Niidelchen vom Schmelzp. 149° und zeigt mit reinem 5-Dehydro-hyo- 
desoxycholsiure-methylester keine Schmelzpunkterniedrigung. 


5,108 mg Subst.: 13,9833 mg CO,, 4,313 mg H,O. 
C,,H,,0, Ber. C 74,57 H 9,52 Gef. C 74,39 H 9,45. 


Hydrierung der §-Dehydrosaure. (3-3-«-6-Dioxy-allo-cholansaure). 
0,05 g 6-Dehydrosiure wurden.in Eisessig in Gegenwart von 0,05 g Platin- 
oxyd mit Wasserstoff hydriert, bis sie eine berechnete Menge von Wasser- 
stoff aufgenommen hatten. Aus der hei8 filtrierten Lésung krystallisierten 
nach Zusatz von wenig Wasser feine Nadeln vom Schmelzp. 274—275°. 
Sie zeigen mit 6-3-«-6-Dioxy-allo-cholansiiure‘) keine Schmelzpunkt- 
depression. 

6-3-Oxy-6-ketocholansiure. 38 g neue Dioxysiiure werden in 
20 ecm Eisessig unter Eiskiihlung langsam innerhalb 40 Minuten mit einer 
Chromsiurelésung (0,6 g in 10 cem Eisessig) versetzt. Man libt das Ganze 
erst eine Stunde lang in Eis, dann eine Stunde bei Zimmertemperatur stehen. 
Dann versetzt man es mit viel Wasser, wobei sich das Reaktionsprodukt 
blig abscheidet. Dieses wird scharf getrocknet, mit Aceton gut digeriert 
und abfiltriert. Aus Aceton krystallisiert es in vierseitigen Tafeln, die nach 
mehrmaliger Umkrystallisation bei 154° schmelzen. Aus verdiinntem Alkohol 
krystallisieren Schuppen, die Krystallwasser enthalten und bei 115° unter 
Schiumen schmelzen. Die wasserfreien Krystalle schmelzen bei 154°. 
Die Siiure ist in den meisten organischen Lésungsmitteln sehr leicht léslich. 
Der Mischschmelzpunkt mit der in genau gleicher Weise aus Hyo-desoxy- 
cholsiure bereiteten «-3-Oxy-6-ketocholansiiure’) yom Schmelzp. 161° liegt 
bei 148°, 


5,045, 4,940 mg Subst.: 13,365, 13,080 mg CO,, 4,450, 4,360 mg H,O. 


C,,H;,0,-3H,O Ber. C 72,18 H 77 
Gef. ,, 72,2 87, 9,88. 


$ 9, 
8, 72,29 ,, 9, 
S 


Der in iiblicher Weise bereitete Methylester der Siure krystallisiert 
in biischelf6rmigen Nadeln, schmilzt bei 146° und zeigt mit dem «@-3-Oxy- 
6-ketocholansiure-methylester von 142° eine Depression von 9—10°. 
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4,247, 4,627 mg Subst.: 11,540, 12,570 mg CO,, 3,810, 4,100 mg H,0. 


CaO, Ber. C 74,19 H 9,97 
Gef. ,, 74,18, 74,22 ,, 10,04, 9,93. 


Umlagerung der §-3-Oxy-6-ketocholansaure. 0,1 g Oxyketosiure 
wird in 5°/,iger Sodalésung 3 Stunden lang auf dem Wasserbad gekocht. 
Die getrocknete freie Siure wird erst aus Essigester, dann aus Alkoho! 
mehrmals umkrystallisiert; feine Nadeln. Schmelzp. 237—238°. Sie zeigt 
mit der urspriinglichen Oxyketosiiure sowie mit der «-3-Oxy-6-ketoallo- 
cholansiure®) starke Schmelzpunktdepression, dagegen keine mit der §-3- 
Oxy-6-ketoallocholansiure’). 


4,661 mg Subst.: 12,650 mg CO,, 4,020 mg H,0. 
C.,H;,0, Ber. C 73,79 H 9,81 
Gef. ,, 74,05 » OS. 


Der in iiblicher Weise bereitete Methylester der Saure krystallisiert 
aus Methanol in Niidelehen vom Schmelzp. 145° und zeigt mit dem der 
6-3-Oxy-6-keto-allo-cholansiiure keine Schmelzpunkterniedrigung. 

3,561 mg Subst.: 9,645 mg CO,, 3,220 mg H,0. 


C,,H,,0, Ber. C 74,19 H 9,97 
Gef. ,, 73,90 10,12. 
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Die Einfiihrung von Doppelbindungen in Gallensaiuren 
und Sterine. II. 


Darstellung von Cholestadienol. 


(Vorliufige Mitteilung.) 
Von 


Elisabeth Dane und Yu Wang. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften, Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Juli 1937.) 


Vor einiger Zeit haben wir gefunden, dai 6-Brom- 4,- 
cholestenon mit Silbernitrat in Pyridinlésung schon bei Raum- 
temperatur glatt 1 Mol Bromwasserstoff abspaltet, wihrend mit 
Pyridin allein die Abspaltung erst durch lingeres Kochen gelingt?), 
Inzwischen haben wir nun die neue milde Methode zur Darstellung 
ungesittigter Verbindungen mit Erfolg auch auf andere bromierte 
Gallensiuren und Sterine angewandt, vor allem auf Cholesterin- 
dibromid. 

Wenn man Cholesterin-dibromid mit Pyridin allein kocht so wird 
ziemlich leicht Bromwasserstoff abgespalten. Uberraschenderweise isoliert 
man aber nicht das erwartete Cholestadienol, sondern man erhilt in 
recht guter Ausbeute Cholesterin zuriick*). Herr Dr. W. Schulte, der 
diesen Versuch schon vor lingerer Zeit durchgefiihrt hat, fand allerdings, 
daB dem zuriickgewonnenen Cholesterin eine sehr geringe Menge eines Stoffes 
beigemischt ist, der bei etwa 240 mu absorbiert, der also zwei konjugierte 
Doppelbindungen enthilt. AuBerdem gibt dieses Cholesterin mit Antimon- 
trichlorid in Chloroform eine charakteristische Blaufiirbung, wiihrend reines 
Cholesterin sich mit diesem Reagens nur ganz schwach rosa fiirbt. 

Die Bromwasserstoffabspaltung aus Cholesterin-dibromid 
gelingt nun schon bei Raumtemperatur, wenn man der Pyridin- 
lésung Silbersalze zusetzt. Bei Verwendung von Silbernitrat iso- 
lierten wir vornehmlich ein bisher nicht zugiingliches Chole- 





1) E. Dane, Yu Wang u. W. Schulte, Diese Z. 245, 80 (1936). 

2) Vgl. dazu die Versuche von A. Windaus u. H. Liiders [Diese Z., 
109, 183 (1920)], die durch Behandlung von Cholesterin-dibromid mit Natrium- 
acetat in Alkohol ebenfalls ein unreines Cholesterin zuriickerhielten. — Vel. 
auch F. Pirrone, Gazz. Chim. Ital. 62, 1101 (1932). 

















































IT Elisabeth Dane und Yu Wang, 


stadienol, das wir auf Grund seiner Entstehung fir ein 
A,,-Cholestadienol halten’), Es ist charakterisiert durch sein 
Absorptionsspektrum und durch eine Reihe von Farbreaktionen, 
vor allem durch die starke Blaufirbung mit Antimontrichlorid und 
durch eine positive Rosenheim-?) und Lifschiitz-Reaktion °). 

Allerdings ist das Cholestadienol, das nur durch Umkrystalli- 
sieren gereinigt wurde, noch nicht einheitlich, Es kann durch 
Adsorption an Aluminium-oxyd in Fraktionen aufgeteilt werden, 
die sich durch ihr Absorptionsspektrum unterscheiden, die aber 
alle konjugierte Doppelbindungen enthalten. Wir beabsichtigen 
die eingehende Untersuchung des neuen Stoffes und sind weiterhin 
damit beschiftigt, auf dem gleichen Weg abhnlich gebaute Ver- 
bindungen vor allem auch das Androstadienol-on darzustellen. 

Zu diesem vorliufigen Bericht sind wir durch eine eben er- 
schienene kurze Mitteilung von Rosenheim und King‘) ver- 
anlaBt. Rosenheim und King haben Cholesterin-dibromid, 
in Pyridin gelést — in geringer Abweichung von unserer Methode — 
mit Silberacetat behandelt, ohne auf unsere Versuche5) Bezug zu 
nehmen. Es scheint ihnen entgangen zu sein, daB die Methode 
der Bromwasserstoffabspaltung mit Silbersalzen in Pyridin von 
uns schon friiher angegeben wurde. Rosenheim und King er- 
halten das 3,4-Dioxy-cholesten, eine leicht oxydable, auf anderm 
Wege nur schwer zugiingliche Verbindung, in deren Mutterlaugen 
sich vielleicht auch das Cholestadienol auffinden liBt. 


Frl. Dr. F. Pruckner danken wir fiir die Aufnahme der Absorptions- 
spektren. — Der Miinchner Universititsgesellschaft sind wir fiir 
die Unterstiitzung dieser Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. — Yu Wang 
dankt der China Foundation for the Promotion of Education and 
Culture fir die Bewilligung eines Stipendiums. 


Beschreibung der Versuche. 


Darstellung von Cholestadienol aus Cholesterin-dibromid. 
12 g frisch dargestelltes Cholesterin-dibromid®) bleiben 


4 Tage im Dunkeln bei Raumtemperatur mit 150 cem 18°/,iger 
Pyridin—Silbernitrat-Lésung stehen. Die Liésung wird dann mit 





1) Auf eventuelle Beziehungen des Cholestadienols zum ,,Metachole- 
sterin® von Lifschiitz [letzte Mitteilung: Biochem. Z. 280, 65 (1935) 
werden wir spiter eingehn]. 

*) Biochem. J. 23, 47 (1929). 8) Ber. 41, 252 (1908). 

*) Nature 139, 1015 (1937). 5) a. a. O. 

‘) A. Windaus, Ber. chem. Ges. 39, 518 (1906). 











Die Einfithrung von Doppelbindungen in Gallensiiuren undSterine. II. [I] 


Ather versetzt, wobei Silbersalze und Pyridiniumsalze ausfallen. 
Der Niederschlag wird alsbald fest und kann abgesaugt werden. 

Das itherische Filtrat wird mit verdiinnter Schwefelsiure und 
mit Wasser gewaschen, getrocknet und eingeengt. Beim Stehen 
scheiden sich aus dem Sirup Krystalle ab, die mit tiefsiedendem 
Petrolither verrieben und abgesaugt werden. Nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren aus Methanol oder Aceton schmelzen die Nadeln 
unscharf bei 115—121°. Das Cholestadienol hilt Lésungsmittel 
sehr fest und gibt keine guten Analysenwerte. Ausbeute 500 
bis 600mg. Aus der Mutterlauge krystallisiert langsam mehr, oder 
der Rest kann als schén krystallisierendes Digitonid (Schmelz- 
punkt 207—224°) ausgefallt werden. 


Das Dinitrobenzoat des Cholestadienols schmilzt bei 194°. 
4,667 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 12,010 mg CO,, 3,410 mg H,O. 
C3,H,,O,N, (578) Ber. C 70,54 H 8,02 Gef. C 70,18 H 8,18. 
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Synthese der Stearinsdure. 


(Vorliufige Mitteilung.) 
Von 


Richard Kuhn, Christoph Grundmann und Heinrich Trischmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juli 1937.) 


Durch Einwirkung von Piperidin-salzen auf Crotonaldehyd ') 
' gelang es neben Octatrienal (I) und Dodekapentaenal (II) auch 
das noch unbekannte Hexadekaheptaenal (III) zu gewinnen. 


I H,C-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CHO 
Il H,C-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CHO 
Ill H,C-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CHO 


Dieser in roten Niadelchen krystallisierende, 7fach ungesiattigte 
Aldehyd (Schmelzp. 217—-218° Zers.) konnte durch Zusatz von 
Piperidin*) mit Malonsiure zur Hexadekaheptaenal-malon- 
siure ([V) kondensiert werden (Ausbeute 1,2 g aus 1,6 g Aldehyd), 
die sich aus viel siedendem Pyridin in violetten Nidelchen ab- 
scheidet (C,,H,,0,: Ber. C 73,03 H 6,46; Gef. C 72,77 H 7,88). 
Die katalytische Hydrierung in Eisessig mit Platinoxyd (Ber. 8,00, 
Gef. 8,04 Mole H,-Verbrauch) und anschlieSende Destillation 
unter 3 x 10-4 mm lieferte ein farbloses, sofort erstarrendes Ol. 
Aus Alkohol schied sich diese Substanz in schneeweiBen, fettig 
glinzenden Blittchen ab (C,,H,,0,: Ber. C 75,97 H 12,76; 
Gef. C 75,82 H 12,76), die bei 68,5—69° schmolzen und im 
Gemisch mit Stearinsiure (V), Merck puriss. (Schmelzp. 67— 68°), 
keine Erniedrigung des Schmelzpunktes zeigten. 





1) R. Kuhn u. M. Hoffer, Ber. chem. Ges. 63, 2164 (1930); R. Kuhn, 
W. Badstiibner u. Ch. Grundmann, Ebenda 69, 98 (1936); F.G. Fischer, 
K. Hultzsch u. W. Flaig, Ebenda 70, 370 (1937); R. Kuhn u. Ch.Grund- 


mann, Ebenda 70, 1318 (1937). 
*) KR. Kuhn u. Ch. Grundmann, Ber. Chem. Ges. 70, 1318 (1937). 
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Synthese der Stearinsiiure. 


H,C-CH:CH-CH:CH-CH:CH-CH 


(COOH 
IV :CH- CH: CH-CH:CH-CH:CH-CH:0¢ 
COOH 
H,C-CH,-CH,+CH,-CH,-CH,-CH,-CH,+CH,-CH,-CH,-CH, 
V -CH,-CH,-CH,+CH,-CH,-COOH 


Die vorliegende Totalsynthese der Stearinsiure’) ist fiir die 
Frage nach dem biologischen Aufbau der Fettsiuren in der Natur 
von Bedeutung, da sie auf eine schon bei gewdhnlicher ‘empe- 
ratur durchfihrbare, katalytische Kondensation von 8 Acetaldehyd- 
molekeln in linearer Kette zuriickgeht. 


') Partialsynthesen, die vom Cetylalkohol ausgehen, sind schon mehr- 
fach durchgefiihrt worden, doch scheint dieser Alkohol] noch nicht syn- 
thetisch erhalten worden zu sein. Die einzige diesbeziigliche Angabe, die 
wir gefunden haben, stammt von C. Schorlemmer, Ber. Chem. Ges. 3, 
616 (1870). Die von ihm vorliiufig beschriebene Bildung von Cetylalkohol 
aus sebacinsaurem Baryt durch Destillation ist jedoch strukturchemisch 
unverstiindlich und die von ihm in Aussicht gestellte ausfiihrliche Mit- 
teilung unauffindbar. Die katalytische Hydrierung des Hexadekahepta- 
enals (III) erméglicht auch die ‘vollstiindige Synthese des Cetylalkohols. 
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